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 RIASSUNTO 
 
Parole chiave: cane, linfoma, COX-2, immunoistochimica, iperplasia linfoide. 
 
La Ciclossigenasi 2 (COX-2) è un enzima che catalizza la conversione dell’acido arachidonico in 
prostaglandine, ed è implicata in fenomeni flogistici e neoplastici. L’espressione di questo enzima in 
medicina umana è stata rilevata in molti tumori solidi ed in alcune neoplasie linfoidi. In oncologia 
veterinaria sono documentati pochi studi preliminari sull’espressione di COX-2 nei linfomi del cane.  
Visto che i farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) inibiscono l’azione di COX-2, questo studio 
ha il fine di investigare l’espressione di COX-2 nei tessuti iperplastici e neoplastici linfoidi del cane 
per un eventuale uso di tali farmaci nei protocolli chemioterapici. 
È stata presa in esame una popolazione formata da 24 casi di iperplasia follicolare, 44 casi di linfoma, 
di cui 22 di linfoma B e 22 di linfoma T. I campioni sono stati sottoposti a saggi immunoistochimici 
usando un anticorpo policlonale anti COX-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) 
con il metodo dell’immunoperossidasi. Il conteggio è stato svolto assegnando ai campioni valutazioni 
da 0 a 3 a seconda dell’intensità e della diffusione del segnale: i tessuti che hanno presentato i gradi 2 
e 3 sono stati considerati over-esprimenti COX-2. La positività è stata riscontrata in 17/44 (38,6%) 
linfomi, di cui 9/22 (40,9%) linfomi B e 8/22 (36,4%) linfomi T e in 12/24 (50%) campioni di 
iperplasia.  L’overespressione è stata osservata in 6/44 linfomi (13,6%), di cui 3/6 B e 3/6 T, e in  4/24 
(16,7%) casi di iperplasia. Non è stata riscontrata alcuna differenza significativa tra l’espressione di 
COX-2 nei linfomi B e T, così come non è stata riscontrata tra iperplasia e neoplasia. Questo è il 
primo studio che descrive l’espressione di Cox- 2 nelle neoplasie linfoidi del cane in relazione 
principalmente al fenotipo tumorale. La conferma dell’espressione di COX-2 , seppur in un numero 
limitato di casi, suggerisce lo svolgimento di ulteriori approfondimenti considerate le notevoli 
implicazioni a livello chemioterapico.  
 
 
ABSTRACT 
 
Key-words: dog, lymphoma, COX-2, immunohistochemistry, lymphoid hiperplasia 
 
Cycloxygenase-2 (COX-2) is an enzyme that catalyze the conversion of arachidonic acid in 
prostaglandins and is involved in inflammatory and neoplastic processes. Its expression has been 
described in human medicine in many solid tumors and some lymphoid neoplasms. A few preliminary 
studies are documented in veterinary oncology about COX-2 expression in dog lymphomas. 
 Nonsteroidal anti-inflammatory drugs  (NSAIDs) inhibit the action of this enzyme, thus this study has 
the purpose to investigate COX-2 expression in hyperplastic and neoplastic lymphoid tissues of dog 
and to determine a rationale for using NSAIDs  in chemiotherapy. The study population was composed 
by 24 cases of follicular hyperplasia, 44 cases of lymphoma (  22 of B lymphoma and 22 of T 
lymphoma). The samples has been evaluated to immunohistochemistry assay, using a polyclonal anti-
COX 2 antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) with an immunoperoxydase 
method. Scoring was performed on the bases of the signal intensity and diffusion, scoring the samples 
from 0 to 3: the samples scoring 2 and 3 were considered over-expressing COX-2. Positivity has been 
observed in 17/44 (38.6%) cases of tumor: 9/22 (40.9%) B lymphomas and 8/22 (36.4%) T lymphomas 
and in 12/24 (50%) The over-expression has been observed in 6/44 cases (13.6%) - 3/22 (13.7%) B 
lymphomas and 3/22 (13.7%) T lymphomas - and 4/24 (16.7%) hyperplasia. 
No significant difference has been observed between B and T lymphomas expression, as well as 
between hyperplastic and neoplastic tissues. 
This is the first study evaluating COX-2 in reactive and neoplastic lymph nodes and evaluating COX-2 
in B and T lymphomas. The COX-2 expression in malignant tissues, suggests that targeting COX-2 
may have interesting therapeutic implication, although further studies with a broader population are 
needed to strengthen our findings. 
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1. Epidemiologia e fattori di rischio 
 
 
I linfomi sono neoplasie che hanno in comune la propria origine dalle cellule linforeticolari 
(1).  Questa patologia dovrebbe essere definita come “linfoma maligno” o “linfosarcoma” in 
quanto, per convenzione, il suffisso „oma‟ viene attribuito a neoplasie benigne. I termini 
sopra citati, però, sono ormai desueti e non più utilizzati in letteratura considerato che i 
linfomi sono tumori del sistema immunitario senza alcun rapporto con i sarcomi dei 
tessuti mesenchimali (2). I linfomi solitamente si formano in tessuti linfoidi, come i 
linfonodi, la milza e il midollo osseo, anche se possono formarsi in molti altri tessuti 
dell‟organismo, in questo caso vengono definiti „extranodali‟. Questo tumore è uno dei più 
comuni nel cane. L‟incidenza annuale è stata stimata attorno ai 13 – 24 casi per ogni 
100.000 cani a rischio, rappresentando approssimativamente dal 7 al 24% di tutte le 
neoplasie del cane e l‟83% delle patologie maligne ematopoietiche. In genere sono 
interessati soggetti adulti con età media da 6 a 9 anni (1). La maggior parte degli studi 
mostra che il sesso non costituisce un fattore di rischio. Sono rilevanti, invece, le razze, in 
quanto sembrano avere una più alta incidenza di linfoma i Boxer, i Bull mastiff, i Basset 
hound, i San Bernardo, Scottish terrier, Airedale e Bulldog. Altre, quali il Bassotto e il 
Volpino di Pomerania, sembrano avere un minor rischio (1). 
 Secondo uno studio recente è stato evidenziato che i cani di razza Boxer sono 
particolarmente predisposti allo sviluppo di linfomi di tipo T, fenotipo che risponde peggio 
alla chemioterapia (3). 
 
1. D. M. Vail – K. M. Young: Canine lymphoma and lymphoid leukemia, Small 
animal oncology: 699 
2. Solal-Celigny P, Brousse N, Fermé C: (1997) Lymphomes, lymphomes non 
hodgkiniens – Maladie de Hodgkin. 3e ed.. 
3. L.Marconato – F. Del Piero: (2005) Oncologia medica dei piccoli animali: 544 
- 71 
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 Fattori genetici e molecolari:  recenti studi di citogenetica molecolare, incluso tecniche di 
gene microarray, sono state, e correntemente vengono applicate, per la ricerca di 
aberrazioni cromosomiche in cani colpiti da linfoma. Sono state documentate alterazioni 
cromosomiali relative ai cromosomi 13, 14 e 31 (4). Diverse predisposizioni genetiche sono 
state riportate per la razza Bull mastiff, Rottweiler e Scottish terrier. Sempre nel Bull 
mastiff sono state documentate mutazioni genetiche delle linee germinali e somatiche del 
gene p53 e del N – ras. Inoltre, il rilievo di differenziazioni nella prevalenza dei sottotipi 
immunofenotipici di linfoma nelle varie razze è stato considerato indicare la presenza di 
rischi ereditari. Sono state ricercate anche modificazioni epigenetiche in cani con linfoma. 
L‟ipometilazione del DNA è stata rilevata nella maggior parte delle cellule neoplastiche di 
questi linfomi.  
 Nell‟uomo sono state descritte delle anormalità cromosomiche caratteristiche grazie anche 
ad un sempre più preciso bandeggio ed altre tecniche ad alta risoluzione. Le aberrazioni 
cromosomiali non sono casuali nei linfomi umani ed alcune mutazioni vengono usate come 
markers per vari sottotipi di questa neoplasia. In più sono stati selezionati diversi oncogeni 
che possono giocare un ruolo importante nella patogenesi dei linfomi, basandosi 
sull‟identificazione di certe anormalità citogenetiche. Questi risultati sono importanti 
perché anche nei linfomi canini sono state riportate in letteratura diverse aberrazioni 
cromosomiche. Uno studio di 61 cani con linfoma ha dimostrato un trattamento con ottima 
risposta nei soggetti con trisomia del cromosoma 13 (25 % dei cani in studio) come 
evidenziato dall‟incremento del tempo di sopravvivenza. 
 
 
 
4. Thomas R., Smith KC, Bould R.: (2001) Chromosome aberrations in canine 
multicentric lymphomas detected with comparative genomic hybridisation and a panel of 
single locus probes, Br. J Cancer 89: 1530 – 1537.  
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 Diverse aberrazioni molecolari sono implicate nello sviluppo di alcuni tumori canini, tra 
cui i linfomi: come già riportato, alterazioni genetiche dei geni p53 e N – ras – sebbene 
raro nel cane – sono coinvolte in alcuni cani con linfoma (5, 6). È stata segnalata anche 
un‟alterata attività della telomerasi,  così come alterazioni nei meccanismi di morte 
cellulare, particolarmente la famiglia molecolare Bcl – 2 che governa i processi 
proapoptotici e antiapoptotici. Queste molecole risultano implicate nei linfomi non – 
Hodgkin‟s umani e correntemente sono in studio per cercare una correlazione con i linfomi 
canini.  Per ciò che concerne la comparazione tra i linfomi umani e canini, il tumore del 
cane è paragonabile al linfoma non Hodgkin‟s dell‟uomo, in quanto nel cane esistono solo 
rare segnalazioni di linfomi di Hodgkin‟s. (7) 
 
 Fattori infettivi: l‟ipotesi che un retrovirus possa essere coinvolto nella patogenesi del 
linfoma canino non è stata ancora confermata, a differenza di quanto asserito in altre 
specie, benché siano state identificate alcune particelle virali con proprietà simili a quelle 
dei retrovirus in colture di tessuti facenti parte di linfomi del cane. È stata fatta anche 
un‟associazione tra infezione da Helicobacter e sviluppo di linfoma gastrico. Sebbene 
questo non sia stato dimostrato definitivamente, alcune prove indicano che l‟infezione 
sperimentale con Helicobacter provoca la formazione di follicoli linfoidi gastrici, 
considerando ciò come precursore del linfoma del tessuto linfoide associato alla mucosa 
(MALT) nell‟uomo (8). 
 
 
5. Veldhoen N, Stewart J, Brown R: (1998) Mutations of the p53 gene in canine 
lymphoma and evidence for germ line p53 mutations in dog, Oncogene 16: 249 – 
255.  
6. Mayr B, Holzheu M, Schaffner G: (2003)N-ras mutation in a canine 
lymphoma: short communation, Acta Vet Hung 51: 91 – 94.  
7. L.Marconato – F. Del Piero: Oncologia medica dei piccoli animali: 543. 
8. Rossi G, Ross M, Vitali CG: (1999) A conventional beagle dog model for acute 
and chronic infection with Helicobacter pylori, Infect Immun 67: 3112 – 3120.  
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Fattori ambientali: alcune prove hanno dimostrato che sostanze chimiche come gli 
erbicidi, in particolar modo l‟acido 2, 4 – diclorofenossiacetico, sono implicate nello 
sviluppo del linfoma non Hodgkin‟s dell‟uomo. (9) Alcuni studi hanno rilevato la 
correlazione tra casi di linfomi in cani il cui padrone ha fatto ampio uso di erbicidi.  Il 
rischio di linfoma canino è stato riportato come doppio con un‟esposizione al 2, 4 – D per 
quattro o più volte nell‟arco di un anno. È stato svolto anche uno studio per monitorare la 
concentrazione di tale acido nelle urine di cani venuti a contatto con l‟erbicida ed è stato 
riscontrato che il tasso più elevato si ha due giorni dopo l‟esposizione. 
 In uno studio di 28 cani con linfoma, i tumori di 20 cani che hanno avuto un‟esposizione 
accertata al 2, 4 – D sono stati analizzati per mettere in evidenza le eventuali mutazioni 
dell‟oncogene cellulare N- ras. I geni ras influenzano la proliferazione cellulare e possono 
indurre differenziazione attraverso alcuni meccanismi di trasduzione del segnale. 
Mutazioni di questi geni portano alla produzione di proteine ras che promuovono la 
crescita cellulare. È stato visto, comunque, che tale mutazione non è comune nel linfoma 
canino (10). 
 In un altro studio sull‟inquinamento ambientale sviluppato in Europa si è visto che due 
variabili, quali la residenza in aree industriali e l‟uso di sostanze chimiche (come vernici e 
solventi) da parte dei proprietari, incrementano il rischio di linfoma nel cane; comunque 
non è stato dimostrato alcun collegamento tra uso di pesticidi e il rischio di sviluppare la 
neoplasia (11).  
 
 
9. Blair A: (1990) Herbicides and non Hodgkin‟s lymphoma: new evidence from a 
study of Saskatchewan farmers, J Natl Cancer Inst 82: 544 – 545.  
10. Edward MD, Pazzi KA, Gumerlock PH: (1993) c – N – ras is activated 
infrequently in canine malignant lymphoma, Toxicol Pathol 21: 288 – 291.  
11. Gavazza A, Presciuttini S, Barale R:  (2001) Association between canine 
malignant lymphoma, living in industrial areas and use of chemicals by dog owners, 
J Vet Intern Med 15: 190 – 195.  
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Una debole associazione è stata osservata, invece, tra linfoma del cane ed esposizione a 
forti campi magnetici grazie ad uno studio epidemiologico preliminare. Tale studio ha 
dimostrato un‟incidenza maggiore di linfoma in cani esposti ad alti o molto alti campi 
magnetici (12).  
 
Immunosoppressione: la presenza di uno stato di immunosoppressione è stato identificato 
in cani con linfoma (13). Le alterazioni del sistema immunitario nel cane (per esempio una 
trombocitopenia immunomediata), indipendentemente da sesso ed età, sono state 
associate con un maggior rischio di sviluppo di linfoma in comparazione con una 
popolazione normale. Altri rilievi per il ruolo del sistema immunitario nello sviluppo della 
neoplasia derivano dall‟osservazione di pazienti umani che hanno subito trapianti 
d‟organo. Individui con immunosoppressione hanno un rischio maggiore di sviluppare un 
cancro linforeticolare e soggetti che hanno subito trapianto hanno una maggiore incidenza 
di linfoma non Hodgkin‟s (14). Un caso di linfoma sviluppatosi in un cane dopo 
trattamento con ciclosporina, sebbene si tratti di un solo caso, supporta un collegamento 
con la terapia immunosoppressiva in questa specie (15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12. Reif JS, Lower KS, Ogilvie GK: (1995) Residential exposure to magnetic fields 
and risk of canine lymphoma, Am J Epidemiol 141: 352 – 359.  
13. Weiden PL, Storb R, Kolb HJ: (1974) Immune reactivity in dogs with 
spontaneous malignancy, J Natl Cancer Inst 53: 1049 – 1056.  
14. Penn I: (1990) Cancers complicating organ transplantation, N Engl J Med 323: 
1767 – 1771.  
15. Blackwood L, German AJ, Stell AJ: (2004) Multicentric lymphoma in a dog 
after cyclosporine therapy, J Small Anim Pract 45: 259 – 262. 
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2. Comportamento biologico  
 
La classificazione dei linfomi nel cane può essere delineata sulla base della sede anatomica 
d‟insorgenza del tumore, sui criteri istologici oppure sulle caratteristiche 
immunofenotipiche. Le forme anatomiche più comuni di linfoma, in ordine decrescente di 
prevalenza, sono la multicentrica, la mediastinica, la gastrointestinale (o alimentare) e 
quella cutanea. I linfomi primari di tipo extranodale includono gli occhi, il sistema nervoso 
centrale, le ossa, i testicoli, il cuore e le cavità nasali. 
 L‟80 % dei cani con linfoma sviluppa la forma multicentrica, che viene distinta grazie alla 
presenza di linfadenomegalia superficiale (16).  L‟ingrossamento linfonodale solitamente 
non è accompagnato da dolore, può assumere una consistenza aumentata e può essere 
localizzato inizialmente ai linfonodi mandibolare e prescapolare. La maggior parte degli 
animali al momento della visita è asintomatica, ma una percentuale compresa tra il 20 e il 
40 % dei soggetti ha un‟anamnesi che comprende perdita di peso, letargia, anoressia e 
febbre (17). Studi radiografici possono mettere in evidenza l‟eventuale infiltrazione 
polmonare nei soggetti affetti da linfoma, con una percentuale stimata del 27 – 34% (18).  
Le cellule linfomatose hanno la caratteristica di sfaldarsi molto facilmente, per cui un 
lavaggio broncoalveolare può essere utile nel diagnosticare l‟interessamento polmonare 
della patologia. L‟epatosplenomegalia è la manifestazione più comune di interessamento 
addominale e solitamente è associata ad uno stadio avanzato di patologia multicentrica. 
 
   
16. Madewell BR, Thesen GH: (1987) Hematopoietic neoplasms, sarcomas and 
related conditions, Veterinary cancer medicine, ed. 2. 
17. Keller ET, MacEwen EG, Rosenthal RC: (1993) Evaluation of prognostic 
factors and sequential combination chemioterapy with doxorubicin for canine 
lymphoma, J Vet Intern Med 7: 289 – 295.  
18. Blackwood L, Sullivan M, Lawson H: (1997) Radiographic abnormalities in 
canine multicentric lymphoma: a review of 84 cases, J Small Anim Pract 38: 62 – 
69. 
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2.1  Localizzazione linfonodale localizzata 
Questa forma di linfadenopatia non è comune. Passa, infatti, spesso inavvertita dal 
proprietario e il veterinario può rilevarla fortuitamente durante visita clinica di routine 
(per esempio durante una vaccinazione) quando il cane non presenta ancora alcun 
sintomo. Questa adenomegalia può essere ricondotta ad un linfoma maligno aggressivo, 
ma in stadio iniziale, con localizzazione ai linfonodi retro mandibolari e che non ha ancora 
infiltrato altre formazioni linfoidi, oppure nel caso di un linfoma maligno indolente, come 
il linfoma maligno di fenotipo B follicolare o quello di fenotipo T a piccole cellule chiare. 
Tra le diagnosi differenziali bisogna inserire l‟iperplasia reattiva e l‟infiltrazione da 
metastasi provenienti da un tumore primario localizzato nei territori di drenaggio del 
linfonodo interessato. È necessario valutare anche un‟eventuale ipertrofia isolata del 
linfonodo inguinale superficiale, a volta interpretata come un segno di neoplasia 
mammaria. 
 
2.2 Localizzazione linfonodale generalizzata: la poliadenomegalia 
Nel cane la poliadenomegalia è la forma più comune e conosciuta. È caratterizzata da 
adenomegalia generalizzata, simmetrica e bilaterale, con un gradiente cranio – caudale 
decrescente, talora associato ad ipertrofia delle amigdale. Spesso viene osservata anche 
l‟invasione del fegato o della milza. Quando anche il midollo osseo risulta coinvolto, si può 
sviluppare una leucemia secondaria. I linfonodi generalmente sono indolenti, di 
consistenza dura, mobili o fissi oppure inclusi in tessuto edematoso. L‟ipertrofia è 
solitamente più accentuata per i linfonodi superficiali che per quelli profondi, dunque 
l‟adenomegalia è facilmente identificabile e costituisce spesso il motivo della visita. 
Un‟ipertrofia linfonodale generalizzata può essere associata, però, ad altre patologie quali 
malattie parassitarie (leishmaniosi, ehrlichiosi, rickettsiosi) sarcoma istiocitico diffuso, 
istiocitosi reattiva sistemica, mastocitoma sistemico, mieloma multiplo e leucemie (3). A 
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livello di radiografie toraciche, come già accennato, sono visibili alterazioni nel 60 – 75 % 
dei casi, con adenomegalia toracica nel 70% dei casi o, più raramente, infiltrazione 
polmonare. L‟ecografia addominale, invece, evidenzia adenomegalia sub – lombare e/o 
mesenterica ed ipertrofia epatica e/o splenica nel 50% dei casi (19). L‟aspetto ecografico 
più frequente consiste in un‟infiltrazione della milza da parte di un linfoma maligno con 
presenza di piccoli noduli ipoecogeni o anecogeni mal delimitati, ripartiti sulla maggior 
parte del tessuto splenico, conferendogli un aspetto tarmato cosiddetto „a nido d‟ape‟. 
Questa presentazione clinica, data da una poliadenomegalia associata a buone condizioni 
generali dell‟animale, corrisponde essenzialmente al linfoma maligno di fenotipo B 
centroblastico polimorfo. Quando altri segni clinici sono presenti, oltre alla 
poliadenomegalia, il sottotipo più frequentemente riscontrato è il fenotipo T pleomorfo 
misto. 
 
2.3 Localizzazione digestiva 
La forma alimentare di linfoma è molto meno comune, solitamente rappresenta dal 5 al  
7 % di tutti i linfomi canini (20). Viene riportato che questa forma è più comune nei cani 
maschi rispetto al sesso femminile, riscontro che si accosta perfettamente a ciò che viene 
osservato in medicina umana. Cani con patologia infiltrativa di tratti intestinali presentano 
perdita di peso, anoressia, ipoproteinemia e segni di malassorbimento. Il linfoma 
gastrointestinale nel cane solitamente si sviluppa in forma multifocale e diffusa attraverso 
la sottomucosa e la lamina propria del piccolo intestino, con frequenti ulcerazioni 
superficiali ed occasionalmente infiltrazione transmurale della sierosa. 
  
19. Ponce F, Magnol JP: (2006) Polimorfismo clinico dei linfomi canini, Oncologia 
pratica: pgg 71 – 76. 
 
20.   Madewell BR, Thesen GH: (1987) Hematopoietic neoplasm, sarcomas 
and related conditions. Veterinary cancer medicine.  
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  È frequente il riscontro di infiammazione linfo – plasmocitaria in più o meno stretta 
prossimità del tratto interessato dalla neoplasia e talora  può essere difficile differenziare 
istologicamente un linfoma gastrointestinale da un‟enterite linfo – plasmocitaria. Alcuni 
Autori hanno ipotizzato che l‟enterite linfo – plasmocitaria può essere vista come una 
forma prelinfomatosa del tratto gastroenterico interessato. Una sindrome di patologia 
intestinale immunoproliferativa caratterizzata da enterite linfo – plasmocitaria è stata 
descritta nel Basenji, che successivamente ha sviluppato linfoma gastrointestinale (21).  
Solo pochi risultati identificano specificamente l‟immunofenotipo della sottopopolazione 
linfocitica nel linfoma di tipo alimentare. In passato si presumeva che questo linfoma 
avesse origine da cellule B, mentre studi recenti suggeriscono che la maggior parte dei 
linfomi gastrointestinali nel cane abbia origine da cellule T (22). Razze quali Boxer e Shar 
– pei sembrano essere maggiormente colpite da linfoma alimentare, caratterizzato da 
epitelio tropismo in accordo con la patologia da linfociti T. Secondo  altri Autori la maggior 
parte dei linfomi maligni digestivi derivano da cellule B, come linfoma maligno B di basso 
grado a piccole cellule, linfoma maligno B delle cellule marginali, linfoma maligno B di tipo 
Burkitt, estremamente aggressivo. Sono stati anche identificati alcuni linfomi maligni di 
fenotipo T estremamente aggressivi, infiltranti elettivamente ed isolatamente il fegato e/o 
la milza (linfoma maligno T epato – splenico) e sono caratterizzati da una rapida 
evoluzione (23). 
 
 
21. Breitschwerdt EB, Waltman C, Hagastad HV: (1982) Clinical and 
epidemiological characterization of a diarrheal syndrome in basenji dog, J Am Vet 
Med Assoc 180: 914 – 920. 
22. Coyle KA, Steinberg H: (2004) Charaterization of lymphocytes in canine 
gastrointestinal lymphoma, Vet Pathol 41: 141 – 146. 
23. Ponce F, Magnol JP: (2006) Polimorfismo clinico dei linfomi canini, 
Oncologia pratica: 71 – 76.  
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2.4 Localizzazione mediastinica e cutanea 
La forma mediastinica di linfoma rappresenta circa il 5% dei casi (24). Questa forma è 
caratterizzata dall‟ingrossamento dei linfonodi cranio – mediastinici e del timo, o di 
entrambi, frequentemente associata a versamento pleurico. Comunque, come è stato 
notato in passato, il 20 % dei cani con linfoma multicentrico possiede referti radiografici di 
linfadenopatia cranio – mediastinica (25). L‟ipercalcemia viene riportata con una 
percentuale tra il 10 e il 40% dei cani con linfoma ed è più comune nella forma 
mediastinica (26). Questo linfoma è associato ad un fenotipo T.  
 Il linfoma cutaneo può essere solitario o generalizzato e solitamente viene classificato 
come epiteliotropo (micosi fungoide) o non – epiteliotropo. Questa forma neoplastica può 
colpire anche la mucosa orale, così come può esserci un coinvolgimento extracutaneo, più 
spesso in linfonodi, milza, fegato e midollo osseo. Il linfoma cutaneo epiteliotropo del cane 
è la forma più comune di linfoma cutaneo ed origina solitamente da cellule T, così come 
descritto anche in medicina umana. Nei cani le cellule T sono CD8+, mentre nell‟uomo la 
maggior parte di queste cellule è CD4+. Una rara forma di linfoma cutaneo a cellule T è 
caratterizzata dal coinvolgimento generalizzato della cute con la presenza di cellule T 
maligne circolanti nel sangue periferico. Questi linfociti neoplastici sono solitamente 
grandi (15 o 20 μ in diametro) e hanno nuclei clivati. In medicina umana questa patologia è 
detta sindrome di Sézary riportata poi anche nel cane e nel gatto (27).  
 
 
24. Madewell BR, Thesen GH: (1987) Hematopoietic neoplasm, sarcomas 
and related conditions. Veterinary cancer medicine.  
25. Starrak GS, Berry CR, Page RL: (1997) Correlation between thoracic 
radiographic changes and remission/survival duration in 270 dogs with 
lymphosarcoma, Vet Radiol Ultrasound 38: 411 – 418. 
26. Chew DJ, Meuten DJ: (1982) Disorders of calcium and phosphorus 
metabolism, Vet Clin North Am (Small Anim Pract) 12: 411 – 438. 
27. Wieselthier JS, Koh WK: (1990) Sézary syndrome: diagnosis, prognosis, 
and critical review of treatment options, J Am Acad Dermatol 22: 381 – 401. 
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I linfomi cutanei di tipo B, invece, separano solitamente l‟epidermide dal derma papillare e 
colpiscono le porzioni mediana e profonda del derma. 
 
2.5 Interessamento extra – linfonodale 
 
Le localizzazioni extra – linfonodali rappresentano il 17 % dei linfomi (28). Da qualsiasi 
tessuto contenente linfociti può, infatti, svilupparsi un linfoma. I segni clinici sono sia 
aspecifici (astenia, anoressia, dimagrimento) sia specifici dell‟organo colpito. 
Il linfoma epatosplenico non è comune. Solo pochi casi nel cane sono stati caratterizzati 
con infiltrazioni di linfociti T a livello di fegato, milza e midollo osseo. Biologicamente 
questa forma di linfoma è estremamente aggressiva, con una scarsa risposta alla terapia. 
Nell‟uomo il tumore solitamente è composto di cellule Tγδ (cellule T che esprimono il 
recettore cellulare Tγδ) ed in letteratura questo immunofenotipo è stato rilevato in almeno 
un cane (29).  
I linfomi intravascolari (angiotropico e angioendoteliomatosi maligna) rappresentano una 
forma distinta di linfoma, definita come proliferazione di linfociti neoplastici all‟interno 
del lume vasale e della parete dei vasi sanguigni in assenza di una massa primaria 
extravascolare o di leucemia. È stato riportato diverse volte in letteratura veterinaria e 
nella maggior parte dei casi questa forma coinvolge il sistema nervoso centrale (incluso gli 
occhi) e periferico. I segni clinici sono variabili, ma i disturbi del sistema nervoso centrale 
sono i primi a comparire (atassia, convulsioni, disturbi vestibolari).   
 
 
28. Ponce F: (2003) Les lymphomes malins non hodgkiniens canins: étude 
morphologique, immunophénotypique, clinique des différents sous – types et 
incidence à l‟échelon National. Essais d‟adaptation aux nouvelles classification Real 
et OMS.  
29. Cienava EA, Barnhart KF, Brown R: (2004) Morphologic, 
immunohistochemical and molecular characterization of hepatosplenic T – cell 
lymphoma in a dog, Vet Clin Pathol 33: 105 – 110. 
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L‟immunofenotipo B è il più comune nell‟uomo comunque nella maggior parte dei 
lavori svolti sul cane, l‟origine del tumore è sia a partire da cellule T sia da null cell 
(cellule né B né T), sebbene sia stato riportato un caso di fenotipo B.  
 Il linfoma maligno oculare è il secondo tumore in ordine di frequenza ad interessare 
l‟occhio del cane, dopo il melanoma. Tale forma accompagna i linfomi maligni 
linfonodali in più del 37% dei casi (30). Le anomalie oftalmologiche associate 
comprendono uveiti anteriori bilaterali, panuveiti, congiuntiviti, cheratiti interstiziali, 
ifema, ipopion, sinechie posteriori e lesioni del segmento posteriore (masse coroidee, 
emorragie retiniche fino al distacco della retina). 
 Il linfoma maligno neurologico può essere primario o secondario ad un altro tipo di 
linfoma maligno. L‟infiltrazione del sistema nervoso centrale è più frequente rispetto a 
quella del sistema nervoso periferico. I segni clinici dipendono dal territorio invaso. 
Il linfoma maligno renale è molto più raro nel cane rispetto al gatto. Può presentarsi in 
forma bilaterale e causare la comparsa di segni clinici legati all‟insufficienza renale 
cronica.  
 
2.6 Caratteristiche cellulari 
Estese esperienze svolte in campo umano hanno mostrato che il comportamento biologico 
dei tumori linfoidi può essere categorizzato come a basso, intermedio e alto grado di 
malignità, basandosi sull‟indice mitotico e la caratterizzazione dell‟architettura tissutale e 
degli elementi cellulari. Nei preparati citologici le figure mitotiche vengono contate come 
numero per campo d‟indagine ad un ingrandimento di 1000 x.  
 
 
30. Ponce F, Magnol JP: (2006) Polimorfismo clinico dei linfomi canini, 
Oncologia pratica: 71 – 76. 
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Si stima che i diversi gradi di malignità corrispondano a una o nessuna figura mitotica 
per campo nei linfomi a basso grado, da 2 a 4 mitosi su campo per quelli di grado 
intermedio, mentre nei linfomi ad alto grado di malignità si possono osservare da 5 
mitosi in su per campo. Solitamente vengono presi in esame 10 campi ottici. 
All‟ingrandimento minore le figure mitotiche e le cellule picnotiche non possono essere 
distinte correttamente. Nel cane esiste una correlazione positiva tra indice di 
proliferazione e gradi di malignità basso ed alto.  
 
 
 
Fig.1 Rappresentazione schematica delle mitosi da sinistra a destra 
relativamente a linfomi di basso, intermedio e alto grado di malignità a un 
ingrandimento 1000 x 
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3. Iperplasia e neoplasia 
Un linfoma inizialmente ha la capacità di alterare la normale architettura di un 
linfonodo, per poi eventualmente trasformarla completamente. Con un‟iperplasia 
linfoide si può verificare la colonizzazione della capsula linfonodale, ma il seno 
sottocapsulare rimane solitamente intatto. Al contrario, con una neoplasia questa 
cavità viene spesso distrutta, particolarmente in caso di linfoma ad alto grado di 
malignità, spesso con coinvolgimento della capsula linfonodale. Le caratteristiche 
tissutali e cellulari sono di grande aiuto nella differenziazione tra iperplasia e neoplasia: 
 Architettura tissutale, come follicoli, aree parafollicolari, demarcazione cortico 
– midollare e seno sottocapsulare: nell‟iperplasia l‟architettura viene 
mantenuta, i follicoli, la paracorticale e i cordoni midollari possono essere 
singolarmente o complessivamente prominenti; nella neoplasia si ha 
compressione e/o distruzione della normale architettura; le venule post – 
capillari sono escluse dalle lesioni follicolari e divengono atrofiche nelle 
organizzazioni diffuse delle cellule neoplastiche. 
 Popolazioni cellulari: spesso si ha incremento dei granulociti, mastociti, 
macrofagi e plasmacellule nell‟iperplasia; la popolazione cellulare nel linfoma è, 
invece, monomorfa.  
 Dimensione cellulare e forma nucleare: variabile nell‟iperplasia, è monomorfico 
ma occasionalmente dimorfico (per es. nel tipo misto) nel caso di una neoplasia, 
infatti non ci sono linfomi con tre o più tipi di cellule maligne. 
 Pattern cromatinico: cromatina densa con piccoli dettagli nell‟iperplasia; 
cromatina meno addensata con maggiori striature nella neoplasia. 
 Nucleoli: nell‟iperplasia hanno una forma uniforme così come la dimensione e 
solitamente si ha una deposizione uniforme di cromatina alla periferia; nella 
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neoplasia sono più frequenti e più visibili, variabili nella dimensione e nella 
forma, con irregolari e discontinui addensamenti cromatinici. 
 Natura delle cellule follicolari ed integrità parafollicolare: variazione marcata 
nel tipo cellulare lungo il diametro del follicolo; anche con una marcata 
iperplasia una parte di paracorticale rimane per separare i follicoli. Nella 
neoplasia si ha atrofia parafollicolare, uniformità di tipo cellulare lungo il 
diametro dei follicoli ma si presenta qualche cambiamento nella densità 
cellulare. 
 
 
4. Sistemi di classificazione istologica 
I linfomi si formano da un‟espansione clonale di cellule linfoidi con distinti aspetti 
morfologici ed immunofenotipici. Sono stati stilati molti sistemi istologici per classificare il 
linfoma non Hodgkin nell‟uomo e alcuni di questi sono stati applicati anche al linfoma del 
cane e di altre specie. In particolar modo il National Cancer Institute of Working 
Formulation (NCI – WF) ed il sistema Kiel modificato sono stati adattati ai tumori canini 
con un certo successo. L‟Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha pubblicato uno 
schema classificativo istologico che usa il sistema REAL (Revised European American 
Lymphoma) come base per definire le categorie istologiche dei tumori ematopoietici negli 
animali domestici. Questo sistema incorpora entrambi i criteri istologici ed 
immunoistologici (immunofenotipo B e T). La rilevanza clinica di questo sistema sembra 
essere alta anche se sono necessarie ulteriori ricerche. Più recentemente, l‟ Oncology 
Committee of the American College of Veterinary Pathologists (ACVP) ha creato un 
“Lymphoma subcommittee” per formulare un sistema di classificazione per il linfoma che 
abbia rilevanza clinica accertata. Il Working Formulation (WF) è stato sviluppato per 
aiutare i ricercatori ad avere un certo criterio traduttivo attraverso i diversi sistemi di 
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classificazione, in modo che gli aspetti clinici possano essere paragonati alla medicina 
umana. La maggior parte delle più grandi classificazioni confermano che la maggior parte 
dei linfomi canini sono di grado intermedio e alto, comunque forme immunoblastiche 
diffuse sembrano predominare negli Stati Uniti, mentre in Europa la forma più diffusa è 
quella follicolare a grandi cellule. Una comparazione tra la classificazione americana ed 
europea si può fondare proprio su questa discrepanza. La WF categorizza i tumori 
considerando la forma (diffusa o follicolare) ed il tipo cellulare (per esempio cellule piccole 
clivate, cellule grandi, immunoblasti) ma non include informazioni sull‟immunofenotipo 
del tumore. I sottotipi del sistema WF sono relazionati alla biologia del tumore e la 
sopravvivenza del paziente. La classificazione Kiel modificata include il pattern 
architetturale, la morfologia (centroblastica, centrocitica o immunoblastica) e 
immunofenotipo (cellule B o T) delle cellule neoplastiche. In entrambi i sistemi i tumori 
poi possono essere categorizzati come a basso, intermedio o alto grado di malignità. I 
linfomi a basso grado, composti di cellule piccole, con un basso indice mitotico tipicamente 
a lenta progressione, sono associati a lunghi tempi di sopravvivenza, ma sono molto 
resistenti ai trattamenti. I linfomi ad alto grado con alto indice mitotico hanno una 
progressione rapida, ma sembrano rispondere meglio alla chemioterapia e, nell‟uomo, 
sono potenzialmente curabili. La differenza più evidente tra i linfomi del cane e quelli 
dell‟uomo è la scarsità di linfomi follicolari nel cane. In alcuni casi di tumore canino di tipo 
diffuso inizialmente possono essere follicolari, ma successivamente progrediscono a forme 
più aggressive. Solo una bassa percentuale di linfomi del cane (dal 5,3 al 29%) sono 
considerati tumori a basso grado di malignità (31). 
 
  
31. Carter RF, Valli VE, Lumsden JH: (1986) The cytology, histology and 
prevalence of cell types in canine lymphoma classified according to the National 
Cancer Institute Working Formulation, Can J Vet Res 50: 154 – 164. 
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Nel sistema di classificazione WF, la dimensione cellulare viene determinata in relazione al 
diametro  eritrocitario. Cellule con piccolo nucleo hanno un diametro da 1 a 1,5 volte il 
diametro di un globulo rosso, mentre cellule con grandi nuclei possiedono un diametro che 
risulta essere maggiore o uguale a due diametri eritrocitari. Si possono formare così due 
gruppi cellulari che appaiano i nuclei piccoli con i linfomi a basso grado di malignità e 
grandi nuclei con una malignità di alto grado. 
                        
                            
Fig. 2: Rappresentazione schematica delle dimensioni nucleari delle cellule 
linfomatose rispetto al diametro eritrocitario (al centro). 
Dall’alto in senso orario: linfoma centroblastico polimorfo; linfoma 
linfocitico; linfoma centrocitico; linfoma linfoplasmacitoide; linfoma 
linfoblastico; linfoma centroblastico monomorfo; linfoma immunoblastico. 
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La distribuzione anatomica dei linfomi, il tipo istologico e l‟immunofenotipo dovrebbero 
essere considerati ogni volta che si delineano protocolli terapeutici, dato che in alcune 
circostanze ciascuna di queste caratteristiche ha una propria utilità nel prevedere 
l‟eventuale risposta alla chemioterapia.  
 
Classificazione citopatologica del linfoma canino, secondo Kiel (modificata)  
grado di malignità basso: 
- a piccoli linfociti (T) 
- linfocitico (B) 
- linfoplasmacitico (immunocitoma) (B) 
- centrocitico – mantle cell lymphoma (B) 
- centrocitico – centroblastico – follicolare (B) 
- prolinfocitico (B) 
- micosi fungoide (T), sindrome di Sézary 
 
       grado di malignità intermedio: 
- centrocitico 
- centroblastico – centrocitico (follicolare – diffuso) 
- centroblastico (monomorfo o pleomorfo) 
 
       grado di malignità elevato: 
- immunoblastico (B o T) 
- anaplastico a grandi cellule (B o T) 
- inclassificabile a piccole cellule (tipo Burkitt – B; plasmacitoide B o T) 
- linfoblastico (B o T) 
- miscellaneo (pleomorfo T, misto o a grandi cellule) 
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Classificazione del linfoma canino, secondo la formulazione operativa (WF) 
 
 
grado di malignità basso 
- diffuso a piccole cellule 
- follicolare (a piccole cellule indentate) 
- follicolare misto (piccole cellule indentate e grandi cellule) 
 
grado di malignità intermedio 
- diffuso a piccole cellule indentate 
- diffuso misto (piccole cellule indentate e grandi cellule) 
- diffuso a grandi cellule indentate 
- diffuso a grandi cellule non indentate 
- follicolare a grandi cellule 
 
grado di malignità elevato 
- diffuso immunoblastico 
- diffuso linfoblastico 
- diffuso a piccole cellule non indentate (tipo Burkitt o non Burkitt) 
 
 
Oltre alle classificazioni sopra riportate, in letteratura è possibile rilevare anche la 
classificazione di Rappaport, ormai desueta,  oltre a quella dell‟ OMS già accennata. Lo 
schema Rappaport suddivide i linfomi non Hodgkin secondo criteri morfologici, inoltre 
classifica la maggior parte dei linfomi come istiocitici. Il recente utilizzo di markers 
immunologici dimostra tuttavia il limite di questa classificazione, mettendone in 
discussione la validità scientifica. La classificazione istopatologica secondo l‟OMS, 
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aggiornata nel 2002 e basata sul sistema REAL umano, suddivide i linfomi secondo 
l‟immunofenotipo, inoltre si avvicina alla classificazione umana dei tumori ematopoietici, 
in considerazione del fatto che i tumori del cane mimano la controparte umana per ciò che 
concerne il comportamento biologico e la risposta alla terapia. Da uno studio retrospettivo 
condotto da alcuni degli Autori della nuova classificazione OMS, si evince che il linfoma di 
tipo follicolare è più frequente rispetto a ciò che viene stabilito da altri lavori presenti in 
letteratura. Questa nuova classificazione – non ancora standardizzata – include il tipo 
follicolare, della zona mantellare, della zona marginale e della zona T ed è biologicamente 
indolente con un decorso lento (32). 
 
Classificazione istopatologica del linfoma canino, secondo OMS (2002) 
Cellule B: 
- linfoma linfoblastico – leucemia linfoblastica 
- linfoma linfocitico – leucemia linfocitica cronica 
- linfoma linfocitico di tipo intermedio 
- linfoma linfoplasmocitico 
- linfoma follicolare (della zona mantellare, del centro follicolare di tipo I – 
II – III, nodale marginale, splenico marginale) 
- linfoma extranodale marginale associato al tessuto linfoide della mucosa 
(MALT) o linfoma monocitoide 
- linfoma a grandi cellule ( T – B, immunoblastico, diffuso clivato, diffuso 
non clivato, timico, intravascolare) 
- linfoma di Burkitt 
 
 
32. Marconato L, Del Piero F: (2005) Oncologia medica dei piccoli animali, 544. 
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Cellule T: 
- linfoma linfoblastico – leucemia linfoblastica 
- linfoma – leucemia a grossi granuli (LGL) 
- linfoma cutaneo (epiteliotropo – micosi fungoide – e non epiteliotropo) 
- linfoma extranodale periferico 
- linfoma angioimmunoblastico 
- linfoma angiotropo (angiocentrico, angioinvasivo) 
- linfoma intestinale 
- linfoma anaplastico a grandi cellule 
 
 
 
Classificazione del linfoma canino secondo Rappaport 
 
Nodulare 
- linfocitico (ben differenziato o poco differenziato) 
- istiocitico 
- misto (linfocitico e istiocitico) 
 
Diffuso 
- linfocitico ben differenziato (anche con aspetto plasmacitoide) 
- linfocitico poco differenziato 
- linfoblastico 
- istiocitico 
- misto (linfocitico e istiocitico) 
- indifferenziato (tipo di Burkitt o non Burkitt) 
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I linfomi ad alto grado di malignità si verificano frequentemente e a seconda del sistema di 
classificazione risultano corrispondere a forme diverse: per quanto concerne la 
classificazione di Kiel modificata, il tipo di linfoma più frequente è il diffuso centroblastico, 
mentre nello schema della WF la forma che prevale sulle altre è quella del linfoma diffuso a 
grandi cellule. 
I tipi linfoblastici di linfoma non sono comuni nel cane. La maggior parte delle forme ad 
alto grado di malignità hanno un‟origine B, comunque esiste una documentata 
differenziazione nella prevalenza dei vari immunofenotipi di linfoma basata sulla razza: ad 
esempio Cocker spaniel e Doberman pinscher sembrano essere più soggetti a sviluppare 
linfomi B, mentre i Boxer quelli a cellule T. Una eguale incidenza di entrambe le forme 
viene riscontrata nel Golden retriever.  
Per avere un‟adeguata utilità a fini diagnostici, questi schemi di classificazione dovrebbero 
raccogliere informazioni in ambito chemioresponsivo, tempo di remissione e di 
sopravvivenza post – diagnosi. Alcuni studi hanno rilevato che i sottotipi classificati nello 
schema della WF possono essere correlati con il tempo di sopravvivenza ed il sistema Kiel 
per prendere in esame eventuali recidive. Nella maggior parte degli studi, comunque, i 
linfomi ad alto grado di malignità mostrano una completa risposta alla chemioterapia con 
una frequenza significativamente maggiore rispetto alle forme di basso grado. Ad ogni 
modo, soggetti con tumori di basso grado possono vivere a lungo senza chemioterapia 
aggressiva. 
 Cani con linfomi T hanno mostrato, inoltre, una più bassa percentuale di completa 
risposta ai trattamenti, con una più breve remissione e ristretti tempi di sopravvivenza 
rispetto ai cani affetti da linfomi B. Inoltre questi ultimi tendono ad essere associati con 
molta frequenza a sindormi paraneoplastiche come l‟ipercalcemia. 
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 In letteratura veterinaria dal 60 all‟80 % dei casi di linfoma canino corrisponde al fenotipo 
B, mentre i linfomi T hanno un‟incidenza compresa tra il 10 e il 38%; i tipi misti B – T 
rappresentano al massimo il 22% mentre i tumori “null cell” (cioè né B né T 
immunoreattivi) rappresentano meno del 5% (33). 
Lo sviluppo di anticorpi monoclonali per definire markers specifici sui linfociti canini 
hanno permesso l‟immunofenotipizzazione dei tumori del cane. Tali tecniche possono 
essere svolte anche su campioni fissati in paraffina e su campioni citologici, ottenuti 
principalmente tramite ago aspirato. 
La classificazione di Rappaport, proposta nel 1956 per i linfomi non Hodgkin‟s dell‟uomo, 
ha descritto l‟aspetto architettonico (follicolare e diffuso) e citologico (ben differenziato, 
scarsamente differenziato o istiocitico) dei tumori. Il termine istiocitico è stato applicato a 
quei tumori in cui la maggior parte dei linfociti possedevano un diametro più grande, 
nuclei vescicolari e nucleoli più prominenti rispetto a quelli dei linfomi linfocitici o 
indifferenziati; è stato usato anche perché le cellule maligne hanno alcuni aspetti 
morfologici degli istiociti benigni. L‟immunofenotipizzazione, comunque, ha contraddetto 
la documentata relazione biologica tra queste cellule e i veri istiociti, perciò il termine 
adesso viene ritenuto largamente improprio. Il gruppo di linfomi istiocitici, inoltre, ha 
racchiuso tumori con diversi aspetti morfologici ed immunofenotipici. La classificazione di 
Rappaport non è stata utile nell‟offrire informazioni prognostiche o nel guidare verso un 
adeguato trattamento in cani con linfoma a causa del basso numero di tumori follicolari 
presenti nel cane, il problematico sottogruppo dei linfomi „istiocitici‟ e l‟alterata incidenza 
di diversi tipi cellulari morfologici ed immunologici. Questi schemi classificativi hanno 
ricevuto alcune critiche in letteratura per il ritenuto errore nell‟includere i linfomi 
extranodali come una categoria separata.  
 
33. Ruslander DA, Gebhard DH, Tompkins MG: (1997) Immunophenotypic 
characterization of canine lymphoproliferative disorders, In Vivo 11: 169 – 172. 
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Sebbene le differenze tra tumori a localizzazione linfonodale e quelli extranodali siano ben 
conosciute, le informazioni comparative sull‟istogenesi di queste neoplasie hanno ancora 
molte lacune. Ad esempio in medicina umana i linfomi a piccole cellule del tessuto linfoide 
associato alla mucosa (MALT) sono composti di cellule con un diverso immunofenotipo 
rispetto a quello di altri linfomi a piccole cellule: si è visto, infatti, che i linfomi MALT sono 
tipicamente negativi sia per CD5 che per il CD10). Ad eccezione delle neoplasie linfoidi 
cutanee, dettagliate caratterizzazioni dei linfomi extranodali nel cane non sono state 
ancora effettuate. Sebbene i linfomi cutanei siano un gruppo eterogeneo di neoplasie (che 
includono la forma epiteliotropa definita „micosi fungoide‟ ed una non epiteliotropa), la 
maggior parte dei linfomi cutanei ha un fenotipo T (la maturazione dei linfociti T, infatti, 
ha sede anche a livello cutaneo oltre al timo) anche se esiste una differenziazione con la 
medicina umana: nel cane risulta essere una neoplasia prevalentemente CD8+ mentre 
nell‟uomo è costituita prevalentemente da cellule CD4+.  
Per riassumere, è molto importante determinare il grado istologico dei linfomi canini come 
basso (linfomi centrocitici o linfocitici a piccole cellule), intermedio o alto (linfomi diffusi a 
grandi cellule, centroblastici ed immunoblastici). Inoltre determinando l‟immunofenotipo 
del tumore, si riescono ad avere utili informazioni per quanto riguarda anche la terapia: 
una risposta migliore ai trattamenti chemioterapici si hanno negli animali con tumori a 
cellule B e linfomi di grado intermedio o alto. Cani con linfoma di basso grado possono 
avere tempi lunghi di sopravvivenza senza una terapia aggressiva. 
Tra tutte le classificazioni descritte, quella di Kiel modificata è quella più affidabile e 
tutt‟ora in uso.  
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5. Classificazione dei linfomi nell’uomo 
In medicina umana il grado di aggressività dei linfomi maligni e l‟efficacia dei protocolli 
terapeutici, in continua evoluzione, si basano soprattutto sull‟aspetto cito – istologico del 
tumore e sulla loro presentazione clinica in fase iniziale. Questi due parametri sono 
valutati alla luce dell‟Indice Prognostico Internazionale (IPI), determinato tramite la 
valutazione di cinque fattori prognostici diversi che prendono in considerazione in 
particolar modo le condizioni generali del paziente e lo stadio clinico al momento della 
diagnosi. Questi cinque fattori prognostici sfavorevoli sono: 
 
 Età superiore ai 60 anni 
 Stadio clinico avanzato (> stadio II) 
 Valutazione dello stato generale 
 Sito extralinfonodale (> stadio I) 
 Tasso sierico di lattato – deidrogenasi (LDH) aumentato 
 
La diagnosi morfologica dei linfomi maligni umani è, dunque, ormai precisa e correlata 
all‟aspetto clinico e all‟evoluzione della malattia. Pertanto la classificazione più recente dei 
linfomi maligni umani, elaborata dall‟Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) 
nell‟ambito di un lavoro internazionale e consensuale, permette di definire una serie di 
entità morfologiche e cliniche, ognuna delle quali caratterizzata da una prognosi e da uno 
schema terapeutico. Uno dei corollari che discendono da tale classificazione è che risulta 
inutile raggruppare i linfomi maligni in base al loro grado istologico. 
I linfomi che colpiscono l‟uomo si suddividono, comunque, in due categorie principali: 
linfoma di Hodgkin e linfoma non Hodgkin, che differiscono per alcuni aspetti (vedi 
Tabella 1). 
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Linfoma di Hodgkin non Hodgkin 
SEDE Singolo gruppo di linfonodi 
(collo, mediastino, aorta) 
Sedi multiple 
COMPORTAMENTO Diffusione locale per 
contiguità 
Diffusione sistemica alle 
altre stazioni linfonodali 
PRESENZA 
EXTRALINFONODALE 
Infrequente Frequente 
TRATTAMENTO Radioterapia associata a 
chemioterapia negli stadi 
avanzati 
Chemioterapia, 
radioterapia, chirurgia in 
casi selezionati 
Tabella 1 
 
Il linfoma di Hodgkin ha un picco di incidenza compreso tra i 5 e i 30 anni, con un 
rapporto uomo – donna di 1,5 : 1. I linfomi non Hodgkin, invece, costituiscono il 3% dei 
tumori maligni nella società occidentale, hanno un‟incidenza che aumenta con l‟età ed un 
rapporto tra i due sessi che può variare a seconda dell‟età (Veronesi, 2006: “Salute” vol. 5, 
413 – 417). 
 Le cause non sono note, tuttavia si sa che ad alcune forme di linfoma sono maggiormente 
suscettibili i soggetti immunodepressi (vedi i pazienti trapiantati che assumono farmaci 
antirigetto, i pazienti affetti da AIDS). Per alcuni tipi particolari di linfoma non Hodgkin è 
stata prospettata un‟eziologia virale: il virus di Ebstein – Barr potrebbe determinare il 
linfoma di Burkitt ed alcuni linfomi derivati dalle cellule B, mentre il virus HTLV – 1 
(Human T Leucocytes Virus) determina alcuni linfomi a cellule T, endemici in determinate 
aree geografiche, soprattutto in Giappone. 
I sintomi sono locali, quali rigonfiamenti non dolorosi su collo, ascelle, inguine; da 
compressione, come tosse secca, dispnea, dolori addominali (a seconda della sede di 
 33 
insorgenza); sistemici, come sudorazione notturna, febbre apparentemente immotivata, 
dimagrimento e spossatezza, prurito persistente su tutto il corpo. L‟esordio del linfoma di 
Hodgkin è estremamente variabile e spesso molto subdolo. Di fronte ad un quadro clinico 
complesso che si trascina da tempo e per il quale non si riesce a trovare spiegazione valida, 
è bene porsi il sospetto che possa trattarsi di linfoma di Hodgkin. Nei casi ad esordio 
tipico, questa forma di neoplasia si manifesta con la tumefazione di un solo linfonodo o di 
un solo pacchetto linfonodale e le sedi più frequentemente colpite sono le laterocervicali o 
le sopraclaveari. Non è raro il persistere di un‟unica localizzazione per alcuni mesi, talvolta 
quasi asintomatica, per interessare poi una sede vicina o la stessa sede controlaterale del 
corpo.  In altri casi sin dall‟inizio sono interessate più sedi linfonodali, come collo, ascelle, 
mediastino; meno frequenti le sedi inguinali. I linfonodi colpiti, oltre che ingranditi di 
volume, potendo raggiungere anche le dimensioni di un mandarino, sono duri, ben 
separati gli uni dagli altri, mobili e sempre indolenti. Possono essere interessate le più 
diverse stazioni profonde: il mediastino e nell‟addome le lombo aortiche, le iliache, le 
mesenteriche. Tra i sintomi generali del linfoma di Hodgkin sta in primo piano la 
febbricola, assai spesso associata a profusa sudorazione, specie notturna. Talvolta l‟esordio 
della malattia è costituita soltanto da febbre che arriva fino a 39 – 40 °C, con quasi 
regolare comparsa ogni circa 12 ore e magari è reperibile un solo piccolo linfonodo non più 
grande di un pisello; questi casi hanno un‟evoluzione quasi sempre rapidamente infausta. 
Un sintomo importante è il prurito, insistente e diffuso, ribelle a tutte le comuni cure. Certi 
casi di linfoma di Hodgkin hanno presentato esclusivamente prurito per 1 – 2 anni 
rendendo impossibile precisare la diagnosi che solo la successiva comparsa di un linfonodo 
ha permesso. L‟ingrandimento della milza di modesta entità è presente in circa il 60% dei 
casi, mentre è molto rara un‟evidente splenomegalia (Veronesi, 2006:  “Salute” vol. 5, 413 
– 417). Il linfoma di Hodgkin può interessare qualsiasi organo o tessuto; non sono rare le 
localizzazioni scheletriche specie a livello vertebrale. È di notevole importanza pratica 
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stabilire per ogni caso lo stadio della malattia, che può evolvere dallo stadio I al IV o 
ultimo. Una volta stabilito questo, in base alle localizzazioni, si parla di tipo a e b 
rispettivamente se è assente o presente uno o più dei sintomi generali, cioè febbre, 
sudorazioni notturne, dimagrimento. A parità di stadio, il linfoma di Hodgkin con 
sottotipo b ha prognosi sempre molto meno favorevole del sottotipo a.  
Nei linfomi non Hodgkin a grado intermedio e alto di malignità in cui oltre alle 
tumefazioni linfonodali – che possono essere in sedi limitate o diffuse, superficiali o anche 
profonde (mediastiniche, retro – peritoneali, mesenteriche) – si hanno anche 
splenomegalia, interessamento viscerale e midollare. Negli ultimi anni si è registrato un 
notevolissimo aumento del linfonodo primitivo del cervello, evenienza un tempo 
eccezionale e semmai complicanza tardiva della neoplasia. Adesso, invece, lo si vede come 
una forma isolata iniziale, quasi sempre in soggetti immunodepressi perché affetti da AIDS 
o perché trapiantati e quindi da tempo in cura con farmaci immunosoppressori miranti ad 
impedire un rigetto. Le tumefazioni dovute alle localizzazioni extralinfonodali del 
linfonodo possono manifestarsi anche in altre parti del corpo, ad esempio sull‟addome o 
sulla cute. 
La diagnosi viene fatta sulla base della sintomatologia (quando presente), della VES ed una 
biopsia linfonodale. In rapporto ai caratteri istologici e citologici del tessuto neoplastico si 
distinguono diversi tipi di linfoma, cui corrisponde un diverso grado di aggressività della 
proliferazione tumorale. Il linfoma di Hodgkin si caratterizza istologicamente per la 
presenza di particolari cellule, dette di Reed – Sternberg, non rilevabili nelle altre forme di 
questa neoplasia, nel linfonodo o nella milza o nel midollo o in qualsiasi altro organo. Nel 
quadro istologico del linfoma di Hodgkin vi è poi la componente di tipo reattivo, costituita 
dalla presenza di eosinofili, spesso assai numerosi, plasmacellule e macrofagi. In base alle 
caratteristiche istologiche si distinguono quattro istotipi di linfoma di Hodgkin, i quali 
sono molto importanti ai fini prognostici: 
 35 
 forma a predominanza linfocitaria, nella maggioranza dei casi a lenta favorevole 
evoluzione 
 forma a sclerosi nodulare, più frequente nelle giovani donne e con quasi costante 
interessamento del mediastino 
 forma a cellularità mista, riscontrabile in più di un terzo di tutti i linfomi di 
Hodgkin e con un andamento variabile 
 forma a deplezione linfocitaria, più frequente nei pazienti anziani e pressoché 
sempre a rapida sfavorevole evoluzione 
Per un‟esatta stadiazione, è necessario stabilire se il linfoma di Hodgkin è localizzato ad 
una sola o a più stazioni linfonodali e l‟eventuale interessamento di altri organi o tessuti. A 
questo scopo si ricorre all‟esame istologico del midollo osseo, radiografie del torace, 
ecografia dell‟addome, eventualmente linfografia dei linfonodi retroperitoneali e, in certi 
casi, anche una TAC total – body. I casi nei quali, svolti gli accertamenti sopraelencati, la 
patologia interessa un‟unica sede (stadio I, soprattutto in caso di sottotipo a) hanno 
indicazione alla radioterapia con grandi probabilità di completa guarigione, ma in questi 
casi bisogna procedere a laparatomia per praticare 3 – 4 prelievi del fegato e asportare la 
milza, per essere certi che in detti organi non esistano microlocalizzazioni neoplastiche. La 
laparoscopia, invece, non sempre dà risultati sicuri, in particolar modo per quanto 
riguarda la milza, in genere di difficile esplorazione. 
 Sino a circa 20 – 25 anni fa, quando la sola arma era la radioterapia, nessun caso giungeva 
a guarigione definitiva, pur essendovi qualche caso di sopravvivenza sino a 10 – 15 anni. 
Adesso la sopravvivenza di oltre 10 anni senza il minimo segno di malattia, il che significa 
una guarigione completa, supera il 70%. Purtroppo resta un 20% di casi refrattari anche 
alle più energiche terapie e sono quelli che iniziano subito con elevate puntate febbrili e 
spiccati sintomi generali (quindi sottotipo b), quelli nei quali si ha precoce recidiva (già 
entro 12 – 18 mesi) e assai spesso nei pazienti anziani (Veronesi, 2006:  “Salute” vol. 5, 413 
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– 417). I casi con la migliore prognosi sono quelli di stadio Ia e IIa e la peggiore quelli in 
stadio IV, specie con tipo istologico di deplezione linfocitaria. All‟interno delle varietà 
catalogate sotto il termine generico di linfomi non Hodgkin, sono distinguibili numerosi 
tipi in base all‟origine da cellule B o T, a seconda del grado di differenziazione delle cellule 
e del grado di aggressività. Il riconoscimento dei vari istotipi – se non sufficiente la 
microscopia ottica – può essere effettuato tramite indagine immunoistochimica, per il 
riconoscimento di antigeni di superficie delle cellule neoplastiche. La necessità di 
suddivisione in vari tipi istologici è giustificata dal fatto che ognuno di essi si giova di 
particolari terapie e ha una sua specifica prognosi, per cui si può scegliere, di volta in volta, 
la cura più adatta e prevedere anche quale sarà il suo effetto e quanto a lungo il paziente 
rimarrà in stato di buona salute.  
In base al decorso clinico, e per praticità, distinguono linfomi non Hodgkin: 
- a basso grado di malignità, o indolenti 
- a grado intermedio; 
- ad alto grado 
Linfoma di Burkitt: si tratta di un linfoma linfoblastico che ha origine dalle cellule B. Se ne 
distinguono due forme, che differiscono per evoluzione ed epidemiologia. La forma tipica 
del centro Africa colpisce bambini entro i 10 anni di età, si localizza nell‟osso mandibolare 
causando una caratteristica tumefazione; si correla patogeneticamente con l‟infezione da 
virus EBV e risponde in modo ottimale alla chemioterapia. La forma che colpisce, invece, le 
popolazioni occidentali colpisce ogni fascia d‟età, solo raramente si associa al virus Ebstein 
– Barr e ha un decorso clinico aggressivo con rapida diffusione sistemica. Negli ultimi 
decenni la sua incidenza è aumentata, interessando soprattutto i soggetti affetti da AIDS, 
nei quali la prognosi è sfavorevole nel 50% dei casi nonostante la chemioterapia (Veronesi, 
2006:  “Salute” vol. 5, 413 – 417). 
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Linfoma primitivo della cute: il numero dei linfomi cutanei, cioè di quelli che 
primitivamente insorgono nella cute, è piccolo. La classificazione dei linfomi cutanei è 
alquanto complessa e frequentemente sottoposta a revisione in base ad apporti delle 
conoscenze di immunologia, immunoistochimica e biologia molecolare.  Le varietà benigne 
sono due: il linfocitoma cutaneo, formato da piccoli linfociti normali, e la papulomatosi 
linfomatoide, che pone al microscopio qualche problema diagnostico in quanto può 
sembrare una forma maligna. Le forme atipiche, invece, sono più numerose: alcune sono 
formate da linfociti T e sono la micosi fungoide, la leucemia linfoide cronica a cellule T, il 
linfoma maligno a cellule T, il linfoma leucemico a cellule T presente in Giappone e nei 
Caraibi e dovuto ad un retrovirus appartenente alla famiglia dell‟HIV. Altri linfomi cutanei 
maligni sono quelli a linfociti B, costituiti da linfociti, plasmacellule e immunoblasti, e la 
granulomatosi linfomatoide in cui, oltre alla pelle, sono colpiti anche polmoni, sistema 
nervoso e reni. La micosi fungoide è di gran lunga il più importante linfoma cutaneo. 
Interessa in modo primitivo la cute, ma successivamente linfonodi e organi interni sono 
frequentemente colpiti. 
La micosi fungoide tipica può essere suddivisa in tre stadi: 
- eritematoso: con chiazze lisce, leggermente eritematose, a volte 
teleangectasiche e atrofiche; 
- a placche: le lesioni sono di forma irregolare, ben demarcate, leggermente 
infiltrate. Aumentano di dimensioni e di numero e a volte compare una 
risoluzione centrale; 
- tumorale: formazioni di maggiori dimensioni, di aspetto bruno – 
rossastro con fenomeni necrotico – ulcerativi associati. 
Spesso le manifestazioni dei tre stadi sono presenti contemporaneamente. La prognosi è 
talvolta infausta sia pure dopo lunghi intervalli di tempo (7 – 8 anni dalla diagnosi). Le 
lesioni sono generalmente associate a grave e persistente prurito e il quadro istopatologico 
 38 
saliente è la presenza nel derma papillare e nell‟epidermide di un imponente infiltrato 
linfoide, costituito prevalentemente da linfociti T, tanto che la malattia viene oggi 
denominata “linfoma a cellule T”.    
 
 
6. Aspetti citologici dei linfomi del cane, in relazione alla classificazione di 
Kiel modificata 
Un‟indagine citologica di aspirati linfonodali – per fare un esempio – può essere molto 
utile sia nella diagnosi che nella stadiazione dei linfomi, nella ricerca di formazioni 
metastatiche e nella caratterizzazione della risposta immunitaria dell‟ospite nei confronti 
di malattie acute o croniche, specifiche ed aspecifiche. I linfomi rappresentano un gruppo 
eterogeneo di neoplasie, caratterizzato da una molteplice morfologia, dovuta all‟arresto 
della maturazione di un clone cellulare nel corso della maturazione della linea cellulare 
linfoide. 
 
LINFOMI A BASSA MALIGNITA‟ 
Linfoma a piccole cellule: immunofenotipo T, le cellule sono piccole, presentano 
cromatina addensata e poco citoplasma pallido. Le varianti di questa forma sono il tipo 
centrocitico con nucleo irregolare; a cellule chiare (nucleo irregolare, ampio citoplasma 
chiaro contenente granuli azzurrofili spesso esteso ed unipolare – hand mirror aspect), 
tipo prolinfocitico con cromatina fine e nucleoli prominenti e tipo pleomorfo con nuclei 
irregolari e indentati e scarso citoplasma chiaro. 
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Fig.3 Rappresentazione schematica di linfoma linfocitico con cellule a 
specchio (hand mirror aspect). 
 
 
 
Linfoma centrocitico: immunofenotipo B; le cellule sono di piccole dimensioni con un 
nucleo indentato (le linee di clivaggio si manifestano come una ripiegatura della superficie 
nucleare) o irregolare, cromatina addensata e scarso citoplasma. I nucleoli sono 
scarsamente visibili. È molto più frequente, comunque, la variante centroblastica – 
centrocitica rispetto alla forma pura: questa forma follicolare viene comunque considerata 
rara da alcuni Autori (Marconato – Del Piero, 2005) ed è caratterizzata da una 
popolazione eterogenea di centrociti e centroblasti con un indice mitotico basso. 
                                
             Fig. 4: Rappresentazione schematica di linfoma centrocitico 
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Linfoma linfocitico: immunofenotipo B, le cellule sembrano piccoli linfociti normali e le 
mitosi sono eccezionali, segno di una forma a lenta crescita; questo linfoma inizia come 
forma leucemica ed invade in un secondo momento la stazione linfonodale. I singoli 
elementi cellulari presentano scarso citoplasma, nucleo piccolo di diametro pari ad un 
eritrocita, rotondo e non clivato con nucleoli non apprezzabili: queste sono caratteristiche 
di linfociti ben differenziati. In alcuni casi queste cellule neoplastiche possono presentare 
delle protrusioni citoplasmatiche che le fanno somigliare ad un piccolo specchio – hand 
mirror. Per la mancanza di atipie cellulari risulta difficile fare una diagnosi. 
Linfoma linfoplasmacitico/linfoplasmacitoide (immunocitoma): immunofenotipo B, la 
popolazione linfoide è eterogenea; si osservano cellule con nucleo eccentrico e area chiara 
perinucleare che possono evolvere ad immunoblasti e plasmacellule (linfoma 
immunoblastico). 
 
                
          Fig. 5 Rappresentazione schematica di un linfoma linfoplasmacitoide 
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Linfoma prolinfocitico: immunofenotipo B, popolazione omogenea di piccole cellule con 
nucleoli evidenti. È spesso leucemico. 
 
 
LINFOMI AD ALTA MALIGNITA‟ 
Linfoma linfoblastico: immunofenotipo B o T, le cellule sono omogenee e di piccole 
dimensioni oppure intermedie, con nucleo per lo più convoluto, cromatina fine e nucleoli 
poco evidenti; il citoplasma è scarso e moderatamente basofilo. Il linfoma linfoblastico T si 
associa spesso alla forma mediastinica e all‟ipercalcemia. L‟immunofenotipo è spesso 
CD4+ CD8+ oppure CD4- CD8- 
 
                                             
               Fig. 6 Rappresentazione schematica di linfoma linfoblastico 
 
 
 
Linfoma di Burkitt (piccole cellule non convolute): immunofenotipo B, le cellule sono di 
medie dimensioni, uniformi, con nucleo tondeggiante multinucleolato (cromatina 
polverosa) e citoplasma intensamente basofilo con margini spesso non netti, talvolta 
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vacuolizzato. Interessa spesso l‟intestino. Il comportamento biologico è molto aggressivo e 
la prognosi infausta. 
     Linfoma centroblastico: immunofenotipo B, le cellule sono voluminose, con un grande 
nucleo centrale, cromatina vescicolare e 2 – 4 nucleoli prominenti; il citoplasma è scarso 
ed intensamente basofilo. Le mitosi sono frequenti e si riconoscono 3 sottotipi di questa 
neoplasia: il linfoma centroblastico monomorfo costituito per il 60% almeno da 
centroblasti (34), il linfoma centroblastico polimorfo costituito da centroblasti ed 
immunoblasti, questi ultimi presenti in una percentuale compresa tra il 10 e il 90 % [34] 
ed il linfoma centroblastico centrocitoide in cui le cellule risultano essere intermedie ai 
centroblasti e ai centrociti. Una forma tipica del cane e non riconosciuta nell‟uomo è il 
linfoma a cellule di medie dimensioni macronucleolate (MMC), che origina dalla zona 
marginale perifollicolare. Nonostante l‟apparente basso grado di proliferazione 
(determinato dal tasso mitotico e dall‟espressione di Ki – 67), il linfoma MMC è 
biologicamente aggressivo e deve essere incluso tra i linfomi ad alto grado di malignità. 
 
 
Fig. 7 Rappresentazione schematica di linfoma centroblastico monomorfo a 
sinistra; linfoma centroblastico polimorfo a destra. 
 
34. Marconato L, Del Piero F: (2005) Oncologia medica dei piccoli animali, 553. 
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Linfoma immunoblastico: immunofenotipo B o T, le cellule sono molto voluminose e 
hanno un nucleo centrale con unico nucleolo prominente e citoplasma basofilo. 
 
                 
            Fig. 8 Rappresentazione schematica di linfoma immunoblastico 
 
 
Linfoma anaplastico: immunofenotipo B o T, le cellule voluminose hanno spesso 
caratteristiche istiocitiche con nucleo a fiore e citoplasma vacuolizzato. 
Linfoma pleomorfo misto (a piccole e grandi cellule): immunofenotipo T, le cellule hanno 
dimensioni variabili, i nuclei sono irregolari ed il citoplasma è pallido o moderatamente 
basofilo. 
Linfoma a grandi cellule pleomorfe: immunofenotipo T, si tratta del linfoma T ad alto 
grado di malignità più frequente. Le cellule sono di dimensioni intermedie o grandi e sono 
spesso multinucleate. Il nucleo è convoluto e cerebriforme ed i nucleoli sono numerosi e 
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prominenti. Il citoplasma è abbondante e iperbasofilo e può formare pseudopodi (aspetto a 
racchetta o hand mirror aspect). 
Linfoma plasmacitoide: immunofenotipo B o T, le cellule hanno dimensioni piccole o 
grandi, nucleo eccentrico, spiccata basofilia citoplasmatica ed un‟area chiara 
citoplasmatica perinucleare. Si tratta di un linfoma aggressivo e chemioresistente. 
 
7. Fattori di prognosi per i linfomi del cane 
I fattori prognostici influiscono sulla risposta al trattamento e sulla durata della fase di 
remissione. Sono stati condotti numerosi studi con l‟obiettivo di determinare tali fattori 
per i linfomi maligni del cane. È, pertanto, stata studiata una moltitudine di fattori, tra i 
quali fattori epidemiologici, clinici e cito – istopatologici. I risultati di questi numerosi 
studi sono controversi e spesso difficili da interpretare. Il numero dei cani preso in 
considerazione in ciascuno studio è, in effetti, talora insufficiente per essere 
statisticamente interpretabile. Si hanno, infatti, differenze tra i protocolli di trattamento 
utilizzati nei diversi lavori, i dati sono talora incompleti e i metodi statistici utilizzati 
estremamente diversi tra loro rendono i paragoni difficili. Alcuni fattori sembrano, 
malgrado tutto, avere un certo valore prognostico (35). 
Razza e sesso: la prognosi sembra più favorevole nei cani di piccola taglia e nel sesso 
femminile. I maschi, infatti, hanno una maggiore incidenza di linfomi T (36). 
Ipercalcemia: il tempo medio di sopravvivenza è minore nei cani con ipercalcemia e, di 
conseguenza, con linfomi T o con forma mediastinica.  
 
 
35. Ponce F, Magnol JP: (2006) Prognosi e trattamento dei linfomi canini, pgg. 77-84. 
36. Keller ET, MacEwen EG, Rosenthal RC: (1993) Evaluation of prognostic factors 
and sequential combination chemiotherapy with doxorubicin for canine lymphoma. J Vet 
In Med 7: 289 – 295.  
 
 45 
Trattamento con corticosteroidi prima della chemioterapia: si ha minor percentuale di 
remissione completa in associazione con trattamento steroideo prima della chemioterapia. 
Risposta alla terapia: un tempo di sopravvivenza più lungo si è riscontrato in cani con 
linfoma che raggiunge una completa remissione. 
Sito anatomico: una prognosi infausta può essere associata al linfoma cutaneo primario, 
gastrointestinale diffuso e primario al sistema nervoso centrale. 
Stadio clinico e classificazione nel sistema OMS: si ha una prognosi più favorevole quando 
l‟interessamento è limitato ad una singola stazione linfonodale oppure a tessuto linfoide di 
un singolo organo, escludendo il midollo osseo (per esempio stadi I e II); cani con linfoma 
in stadio I e II possono raggiungere una completa remissione ed avere un più lungo tempo 
di sopravvivenza; il coinvolgimento del midollo osseo e del sangue (per esempio tumore di 
stadio V) e la presenza di sintomatologia clinica (sottostadio b) porta ad una prognosi 
sfavorevole. 
Istomorfologia: i dati sono contrastanti: la classificazione di Kiel prende in considerazione 
la prognosi per i tempi di recidiva e il tempo di sopravvivenza confrontando i cani trattati 
rispetto a quelli non trattati. La Working Formulation considera il tempo di sopravvivenza. 
In un recente studio entrambi i sistemi di classificazione si sono rivelati inattendibili in 
ambito prognostico (37).  
 
 
 
 
 
 
37. Hahn KA, Richardson RC, Teclaw RF: (1992) Is maintenance chemioterapy 
appropriate for the management of canine malignant lymphoma? J Vet Int Med 6: 3 – 10. 
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I cani con linfoma di alto grado e intermedio raggiungono più spesso una completa 
remissione e possono avere un maggior tempo di sopravvivenza, ma possono verificarsi 
recidive precocemente; linfomi di basso grado rispondono meno bene alla chemioterapia 
ma possono avere tempi di sopravvivenza maggiori rispetto a quelli di alto grado. 
Immunofenotipo: il tempo di sopravvivenza è minore con i linfomi a cellule T; una minor 
espressione di B5 ed espressione della glicoproteina P prima del trattamento sono associati 
con una minor sopravvivenza; recidive possono essere viste in associazione con 
l‟espressione della glicoproteina-P (38). 
Indice proliferativo: la sopravvivenza è prolungata nei linfomi che hanno: un‟area media 
più grande di AgNOR (regioni nucleolari organizzate argentate), area AgNOR totale più 
grande, minor distanza tra due AgNOR e una minor area AgNOR per rapporto nucleare. 
Maggior tempo libero da malattia è associato con un numero più piccolo di AgNOR/nucleo 
e maggior area AgNOR, area massima AgNOR e area totale AgNOR. Nel predire una 
risposta alla terapia è migliore l‟AgNOR che il PCNA (antigene associato alla proliferazione 
come il Ki67); il Ki67 non ha, invece, valore prognostico; un alto indice mitotico è associato 
a prognosi infausta; esiste correlazione positiva tra indice proliferativo e tumori di basso ed 
alto grado (39, 40). 
Cariotipo: cani con linfoma che ha trisomia 13 hanno maggior sopravvivenza (41). 
 
 
38. Ruslander DA, Gebhard DH, Tompkins MG: (1997) Immunophenotypic 
characterization of canine lymphoproliferative disorders, In Vivo 11: 169-172 
39. Vail DM, Kisseberth WC, Obradovich JE: (1996) Assessment of potential 
doubling time (Tpot), argyrophilic nucleolar organizer regions (AgNOR), and proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) as predictor of therapy response in canine non-Hodgkin‟s 
lymphoma, Exp Hematol 24: 807-815.  
40. Phillips BS, Kass PH, Naydan DK: (2000) Apoptotic and proliferation indexes in 
canine lymphoma, J Vet Diagn Invest 12: 111-117. 
41. Hahn KA, Richardson RC; Hahn RC: (1994) Diagnostic and prognostic 
importance of chromosomal aberrations identified in 61 dogs with lymphosarcoma; Vet 
Pathol 31: 528 – 540.  
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8. Stadiazione 
 
Il sistema di stadiazione TNM usato nella maggior parte dei tumori non è applicabile, 
invece, ai linfomi. Per la determinazione del grado di progressione di un linfoma, o „stadio 
clinico‟ è necessaria la valutazione di diversi aspetti: 
 
- l‟insieme delle formazioni linfoidi superficiali (linfonodi periferici) 
- le formazioni linfoidi profonde, incluso la milza 
- gli organi non linfoidi come il fegato 
- l‟emogramma e il mielogramma 
 
I cinque stadi clinici sono definiti dall‟OMS: dallo stadio I, con linfoadenomegalia isolata, 
allo stadio V, caratterizzato dall‟infiltrazione del midollo osseo. Per ogni stadio viene 
determinato un sottostadio: “a” quando non sono presenti segni clinici associati 
all‟infiltrazione linfoide e “b” quando tali segni sono presenti. 
 
 Stadio I: interessamento di un linfonodo  
 Stadio II: interessamento regionale di più linfonodi 
 Stadio III: poliadenomegalia 
 Stadio IV: interessamento del fegato e/o della milza con o senza 
coinvolgimento generalizzato dei linfonodi 
 Stadio V: interessamento del midollo osseo e del sangue, superiore 
agli stadi I-IV 
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9. L’ipercalcemia quale sindrome paraneoplastica nei linfomi del cane e 
dell’uomo 
L‟ipercalcemia è una frequente sindrome paraneoplastica vista in circa il 40% dei cani con 
linfoma T e nel 15% dei linfomi T dell‟uomo con linfoma non Hodgkin. Inoltre il 70% dei 
pazienti umani con linfoma/leucemia a cellule T mature causate dal virus HTLV di tipo 1 
sviluppa ipercalcemia maligna (42). Questa è una sindrome multifattoriale causata 
dall‟azione di multipli fattori prodotti dalle cellule neoplastiche che colpiscono osso, rene 
ed intestino, alterando la normale omeostasi del calcio. Il meccanismo principale per lo 
sviluppo dell‟ipercalcemia nei pazienti con linfoma è l‟incrementata attività osteoclastica 
dell‟osso, svolta da mediatori umorali. Fattori prodotti dal linfoma sono implicati nella 
patogenesi dell‟ipercalcemia, incluso PTHrP, calcitriolo, TGFs, TNF, IL – 1, IL – 6, MIP - 
1α e GCSF. Il calcitriolo, prodotto attivo del metabolismo della vitamina D, stimola il 
riassorbimento gastrointestinale del calcio e lo mobilita dalle ossa. Una produzione 
aumentata di calcitriolo è stata riportata in pazienti umani affetti da linfoma non Hodgkin 
con ipercalcemia. La produzione alterata di calcitriolo, comunque, è stata osservata anche 
in pazienti normocalcemici con linfoma non Hodgkin. Firkin e altri hanno riportato che 
pazienti con linfoma non Hodgkin con ipercalcemia avevano elevati livelli circolatori della 
proteina PTHrP senza incremento nei livelli di calcitriolo. 
La PTHrP originariamente è stata isolata da specifici tumori come causa primaria di 
ipercalcemia maligna, ed è sovra espressa in molti tipi di neoplasie.  
 
 
 
42. Ponce F, Marchal T, Magnol JP: A morphological study of 608 cases of canine 
malignant lymphoma in France with a focus on comparative similarities between canine 
and human lymphoma morphology. 
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Studi svolti negli anni passati hanno mostrato che la PTHrP gioca un ruolo primario 
nell‟ipercalcemia maligna e questa sindrome paraneoplastica potrebbe essere corretta 
usando un anticorpo neutralizzante tale proteina. 
 Peptidi amino – terminali della PTHrP hanno dimostrato svolgere azioni paratormone – 
simili nell‟osso e nel rene, legandosi ai comuni recettori per il paratormone (PTH – 1 
receptor), portando all‟ipercalcemia. Un altro studio ha riportato che cani con linfoma ed 
ipercalcemia hanno solitamente elevati livelli di PTHrP plasmatica, ma che questi livelli 
sono comunque più bassi rispetto a soggetti con carcinoma associato a ipercalcemia. 
Inoltre, non si è riscontrata differenza significativa tra il livello di calcio nel siero e le 
concentrazioni di PTHrP nei cani con linfoma e ipercalcemia, suggerendo un ruolo per 
altre citochine che senza dubbio intervengono in questa sindrome paraneoplastica. Fattori 
quali TGFα, IL – 1, IL – 6 e TNF hanno mostrato di poter favorire gli effetti 
ipercalcemizzanti della PTHrP. Inoltre  TGFβ,  TNFα e IL – 1 sono stati considerati capaci 
di svolgere un‟azione di up – regulation nei confronti del gene che codifica per la PTHrP in 
una varietà di linee cellulari e tessuti non linfoidi.  
Il linfoma del cane è un utile modello di studio per la patogenesi ed il trattamento della 
neoplasia umana, in quanto i cani condividono estese omologie nel genoma ed un comune 
ambiente di vita con l‟uomo. 
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10. Prostaglandine e Ciclossigenasi 
Le prostaglandine, i trombossani ed i leucotrieni sono i principali membri di una variegata 
famiglia di derivati endogeni di acidi grassi, sintetizzati a partire dai fosfolipidi di 
membrana di tutte le cellule di mammifero. Le prostaglandine, scoperte negli anni Trenta 
da Ulf von Euler, devono il loro nome in quanto si pensava che fossero molecole di origine 
prostatica.  Gli eicosanoidi, così vengono chiamati i componenti di questa famiglia perché 
tutti composti da 20 atomi di carbonio (dal greco: eikosì, venti), agiscono a concentrazioni 
molto basse e sono coinvolti nella produzione della febbre, del dolore e nella regolazione 
della pressione sanguigna, della coagulazione del sangue e della riproduzione. A differenza 
degli ormoni, gli eicosanoidi non sono trasportati col flusso sanguigno a distanti siti 
d‟azione, ma tendono ad agire localmente, vicino alla cellula che li ha prodotti. Il principale 
precursore di questi composti è l‟acido arachidonico, un acido grasso polinsaturo con 
quattro doppi legami, conservato nelle membrane cellulari ed esterificato all‟atomo C2 del 
fosfatidilinositolo o di altri fosfolipidi. L‟acido grasso viene staccato per azione della 
fosfolipasi A2  o di altre acilidrolasi: enzimi attivabili da un‟ampia gamma di stimoli 
fisiologici, farmacologici o patologici. Sostanzialmente sembra che qualsiasi stimolo 
perturbatore sia in grado di innescare le reazioni di biosintesi degli eicosanoidi, previa 
attivazione della fosfolipasi A2. Anche ormoni, neuro ormoni ed addirittura altri autacoidi 
possono prender parte all‟innescamento di questo processo e fra questi si ricordano le 
chinine potentemente vasoattive e l‟angiotensina, che attivano le acilidrolasi favorendo 
l‟accelerazione della biosintesi stessa. Questi eventi generano a loro volta delle variazioni 
sia dell‟intensità che dell‟ampiezza degli effetti della bradichinina e dell‟angiotensina dal 
momento che le prostaglandine hanno la capacità di modulare gli effetti biologici di questi 
peptidi per mezzo di un sistema a feed-back. Bisogna tener presente che i prodotti specifici 
del metabolismo dell‟arachidonato dipendono dal tipo di tessuto, infatti le piastrine 
producono quasi esclusivamente trombossani, mentre le cellule endoteliali sintetizzano 
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prevalentemente prostacicline. È interessante notare che i trombossani stimolano la 
vasocostrizione e l‟aggregazione piastrinica, al contrario delle prostacicline che seguono 
una direzione opposta al fine di bilanciare il sistema cardiovascolare. 
 A seguito della sua liberazione dai fosfolipidi, l‟acido arachidonico è soggetto ad un rapido 
catabolismo ossidativo che può seguire due diversi destini: quello sostenuto da una 
ciclossigenasi e quello svolto da una lipossigenasi. 
 
Ciclossigenasi: la biosintesi dei prostanoidi inizia con l‟ossigenazione e con una 
ciclizzazione della molecola di arachidonato: eventi catalizzati dall‟azione di un enzima 
conosciuto con il nome di ciclossigenasi degli acidi grassi. Tale enzima è largamente 
diffuso nei tessuti per cui la trasformazione da acido arachidonico nei derivati è 
potenzialmente ubiquitaria. Il primo prodotto della reazione è un endoperossido ciclico 
PGG2 rapidamente convertito in PGH2, un secondo endoperossido ciclico molto simile al 
primo. A temperatura e pH fisiologici questi due composti sono molto instabili, infatti 
hanno la caratteristica di avere una emivita biologica di circa 5 minuti. Successivamente gli 
endoperossidi sono sottoposti a biotrasformazioni ad opera di enzimi o non, che generano 
diversi prostanoidi, tra i quali la PGD2, la PGE2 e la PGF2α. Le prostaglandine PGA, PGB e 
PGC derivano dalle corrispondenti PGE nel corso delle estrazioni chimiche, pertanto non si 
possono riscontrare in natura. In alcuni tessuti può formarsi PGF2α a partire da PGE2 in 
seguito all‟intervento di una 9 – cheto reduttasi, anche se la presenza di questo enzima in 
condizioni fisiologiche è ancora soggetto a diverse discussioni. 
 Oltre a generare prostaglandine della serie D, E ed F, l‟endoperossido PGH2 può essere 
metabolizzato ad altri due composti: il trombossano A2 e la prostaciclina. 
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Lipossigenasi: a differenza dell‟attività enzimatica delle ciclossigenasi, questa non si 
ritrova diffusa nell‟intero organismo, ma confinata soprattutto a livello di polmone, 
piastrine e leucociti. Il metabolismo dell‟acido arachidonico dovuto a questa azione porta 
alla formazione di idroperossidi labili che vengono demoliti a idrossiacidi stabili oppure 
trasformati in leucotrieni. Alcuni prodotti della lipossigenazione sono l‟acido 12 – 
idroperossiarachidonico (HPETE) ed il suo metabolita stabile, l‟acido 12 – 
idrossiarachidonico (HETE): l‟importanza di queste molecole è ancora incerta, anche se 
essi esercitano azione chemiotattica nei confronti dei leucociti e possono prendere parte ai 
fenomeni flogistici. Inoltre sembra che i leucotrieni che contengono cisteina (ovvero il C4, il 
D4 e l‟E4) non sono altro che la già conosciuta sostanza a lenta reazione dell‟anafilassi.  
 In linea di massima si può affermare che i diidrossiacidi si comportano da sostanze 
chemiotattiche per i leucociti ma sono relativamente privi di effetti leiomiocontratturanti, 
mentre il legame con l‟atomo di zolfo e la presenza di aminoacidi in posizione 6 
conferiscono loro notevoli proprietà contrattili della muscolatura liscia. 
 
10.1 I farmaci che inibiscono la biosintesi degli eicosanoidi 
Sono molti i farmaci presi in esame nell‟intento di modulare o regolare il sistema delle 
prostaglandine. Fino dalle osservazioni di Vane nel 1977 si era reso manifesto l‟effetto 
inibitorio esercitato dai farmaci aspirino – simili nei confronti delle prostaglandine. 
L‟aspirina, infatti, così come altri antinfiammatori non steroidei ostacola la produzione 
cellulare di prostaglandine, intervenendo a carico del loro processo di biosintesi. Il punto 
esatto di tale azione inibitoria è situato piuttosto a monte dell‟intera cascata di 
trasformazioni, vale a dire al momento dell‟intervento della ciclossigenasi. Inibendo 
l‟attività di questo enzima, l‟aspirina ostacola la trasformazione dell‟acido arachidonico ad 
endoperossidi PGG2 e PGH2 interrompendo, quindi, la produzione dei successivi prodotti. 
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Fig. 9: conversione dell’acido arachidonico a endoperossidi  
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 Altri farmaci antinfiammatori non steroidei noti per essere inibitori delle ciclossigenasi 
sono i salicilati in genere, l‟indometacina, il fenilbutazone, il naproxene, il flunixin e l‟acido 
meclofenamico. È noto, ormai, che sia le qualità che gli effetti collaterali di questi principi 
attivi siano dati proprio dall‟inibizione delle biosintesi prostaglandiniche a livello 
ciclossigenasico. I farmaci asprino – simili, però, non interferiscono sull‟attività 
lipossigenasica, responsabile dell‟altra via del metabolismo dell‟arachidonato.  
 Alcuni analoghi degli acidi grassi naturali sono in grado di inibire la sintesi di prostanoidi 
agendo come falsi substrati ma la loro utilità nella pratica clinica è ancora da provare (un 
esempio di questi composti è l‟acido 5, 8, 11, 14 eicosatetranoico). 
 Anche i corticosteroidi sono ritenuti in grado di interferire con il processo della biosintesi 
prostaglandinica, ma la loro azione non deriva da un effetto diretto sulla ciclossigenasi, 
bensì si ritiene che agiscano inducendo la sintesi endocellulare di un inibitore proteico 
della fosfolipasi, che in tal modo ostacola la liberazione di acido arachidonico dalle 
membrane fosfolipidiche (43). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
43. Wolfe L. S. : (1982) Eicosanoids: prostaglandins, thromboxanes, leukotrienes and 
other derivatives of carbon – 20 unsaturated fatty acids. J Neurochem 38 (1): 1-14. 
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11.  I farmaci anti – COX 2 nella terapia tumorale: stato dell’arte nelle 
neoplasie umane 
 
I farmaci antinfiammatori non steroidei e gli inibitori selettivi delle COX 2 hanno mostrato 
una notevole potenzialità come farmaci immunoterapici nella terapia dei tumori maligni. 
Alcuni studi clinici hanno sviluppato inibitori per le ciclossigenasi in congiuntura con i 
protocolli di chemioterapia e radioterapia con il fine di eliminare i processi invasivi e 
metastatici. L‟isoforma COX 2 delle ciclossigenasi, a differenza della COX 1 che ha il 
compito di mantenere i livelli omeostatici delle prostaglandine, non è tipicamente espressa 
nelle cellule, ma può essere indotta in risposta all‟azione di citochine, vari fattori di crescita 
e stimoli infiammatori. Questa isoforma inducibile è altamente espressa in molti tipi di 
neoplasie maligne, quali il tumore mammario, il prostatico, il cancro del colon e del 
polmone (44). Più recentemente anche le neoplasie del sistema ematopoietico hanno 
mostrato una espressione costitutivamente alta di COX 2 in confronto con le cellule di 
tessuti normali. In molti tipi tumorali l‟espressione elevata di queste forme enzimatiche si 
correla con una risposta modesta alle terapie. Interessante è anche il fatto che topi con 
deficienza di espressione delle COX 2 siano resistenti a forme molteplici di neoplasie 
indotte sperimentalmente (45). Di conseguenza una over – espressione è potenziale causa 
di genesi neoplastica. L‟insieme di questi fattori indica che la COX 2 può agire come un 
oncogene e che la sua espressione gioca un ruolo importante nella patogenesi tumorale sia 
per quanto concerne un‟origine ematopoietica che non. 
 
 
 
44. Zha S:  (2004) Cyclooxygenases in cancer: progress and perspective. Cancer Lett; 
215:1-20. 
45. Muller:  (2007) The cyclooxygenase-2-mediated prostaglandin signaling is causally 
related to epithelial carcinogenesis. Mol Carcinog; 46:705-10. 
 
 56 
Tessuti neoplastici che esprimono alti livelli di COX 2 producono di conseguenza alti livelli 
di prostaglandine, processo coordinato anche dalla prostaglandino – sintasi. I farmaci 
inibitori selettivi per le COX 2 hanno mostrato dagli studi presenti in letteratura di poter 
aumentare la risposta alle terapie e di conseguenza incrementare la sopravvivenza nei 
pazienti colpiti da cancro alla mammella, colon e prostata. Data l‟importanza di questa 
correlazione nei tumori solidi, sta aumentando l‟interesse per la ricerca dell‟espressione 
della ciclossigenasi 2 nei tumori di origine ematopoietica. Uno studio svolto su linfociti B 
umani ha mostrato come alcune cellule B esprimenti COX 1, e non COX 2, abbiano iniziato 
ad esprimere alti livelli di quest‟ultima isoforma dopo continue stimolazioni policlonali che 
hanno attivato alcuni recettori cellulari, quali il CD40, TLR9 e il B cell receptor (46). 
Queste ciclossigenasi sono state valutate attive, come evidenziava l‟incremento nella 
produzione di prostaglandina PGE2. E‟ stato anche riscontrato un potere di sopravvivenza 
elevato in cellule B maligne definite Chronic Lymphocytic Leukemia (B-CLL) che 
esprimevano alti livelli di COX 2. L‟uso di inibitori selettivi per le ciclossigenasi 2 ha 
dimostrato una incrementata apoptosi nelle cellule B- CLL, confermando il loro possibile 
ruolo come agenti terapeutici antitumorali (47). 
 I tumori hanno la capacità di evadere il sistema immunitario e in parte sostengono la 
propria crescita controllando il cosiddetto „microambiente tumorale‟. Le caratteristiche di 
questo controllo includono il rilascio di fattori che promuovono la patogenesi tumorale, 
l‟angiogenesi, le metastasi, l‟inibizione della funzione regolatrice delle cellule T oppure la 
citotossicità antitumorale. 
 
 
46. Ryan EP: (2005) Activated human B lymphocytes express cyclooxygenase-2 and 
cyclooxygenase inhibitors attenuate antibody production. J Immunol; 174:2619-26. 
47. Secchiero P: (2005) Potential pathogenetic implications of cyclooxygenase-2 
overexpression in B chronic lymphoid leukemia cells. Am J Pathol; 167:1599-607. 
 57 
È importante tenere presente che piccole molecole come gli inibitori selettivi delle COX 2 
non solo colpiscono le cellule maligne, ma anche le cellule interne al microambiente 
tumorale, influenzando, così, l‟intero sistema neoplastico. 
 Alcune indagini hanno portato ad ipotizzare che le COX 2 hanno la capacità di 
promuovere la patogenesi tumorale, supportando una notevole resistenza all‟apoptosi. In 
un lavoro (Secchiero et al., 2005) sono stati analizzati campioni di cellule B-CLL prelevate 
da pazienti neoplastici, osservando che i livelli di mRNA codificante per la COX 2 erano 
consistentemente elevati in confronto ad una popolazione di linfociti B normali. In accordo 
a questi risultati, anche la proteina prodotta risultava presente in quantità elevata, come è 
stato determinato da saggi di western blotting ed immunoistochimica. L‟apoptosi è stata 
indotta nelle cellule B-CLL trattate con NS – 398 (una piccola molecola inibitrice selettiva 
per le COX 2) ma non nei linfociti sani. Questo suggerisce che la sopravvivenza delle cellule 
B-CLL dipende dall‟espressione delle COX 2. Gli autori hanno dimostrato anche l‟abilità 
della NS – 398 nel favorire la citotossicità terapeutica del clorambucile, incrementando del 
50% circa la morte cellulare. 
In un altro studio, sono stati selezionati alcuni pazienti con un precoce stadio di neoplasia 
B-CLL, con lo scopo di avere informazioni sul ruolo del celecoxib nella terapia tumorale. Il 
farmaco, anch‟esso inibitore selettivo delle COX 2, è stato somministrato ad una dose di 
400 mg/giorno e sebbene il numero dei soggetti presi in esame fosse modesto, 3 di questi 
ha mostrato una riduzione maggiore del 10% di cellule B-CLL nel sangue periferico, 
suggerendo che il farmaco utilizzato potrebbe rientrare nei protocolli terapeutici, anche se 
sono necessarie ulteriori indagini (48). 
 
  
48. Kara IO: (2004) COX-2 inhibitory treatment in chronic lymphocytic leukemia: a 
preliminary clinical study. Leuk Lymphoma; 45:1495-6. 
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 Precedentemente è stato dimostrato che le cellule B – CLL esprimono costitutivamente le 
ciclossigenasi 2 e che tale espressione ne condiziona la sopravvivenza cellulare. In 
contrasto con quello che è stato visto nelle normali cellule B umane, le cellule B 
linfomatose hanno la caratteristica di esprimere sia COX 1 che COX 2, promuovendo in tal 
modo la sintesi di PGE2, PGF2α e TXA2. Inoltre l‟espressione delle COX 2 è risultata elevata 
anche dopo stimolazione con il ligando per il CD40 (49). Un ulteriore studio ha dimostrato 
che cellule B – CLL di pazienti portatori di una variabile non mutata della catena pesante 
ed espressione elevata di CD38 (indicatori di prognosi infausta) sono correlate con più alti 
livelli di COX 2. Questi risultati mostrano come le COX 2 possano essere un indicatore 
prognostico significativo nelle cellule B – CLL (50). 
 Trattamenti con indometacina (inibitore non selettivo) o con SC – 58125 (inibitore 
selettivo per le COX 2) riducono le cellule neoplastiche con un meccanismo concentrazione 
– dipendente. Le dosi richieste di questi due principi attivi per favorire la morte cellulare 
sono relativamente alte, suggerendo che un meccanismo indipendente all‟espressione delle 
COX 2 gioca un importante ruolo nell‟inibire la proliferazione e la sopravvivenza delle B – 
CLL. Visto che gli inibitori selettivi delle COX 2 possono avere effetti secondari 
indesiderati sul sistema cardiovascolare, è stata sviluppata una terza generazione di 
farmaci, derivata dal celecoxib, chiamata OSU03012. Questo nuovo principio attivo ha 
dimostrato la capacità di indurre apoptosi in linee cellulari di tumore maligno prostatico.  
 
 
 
49. Ryan EP: (2006) Constitutive and activation-inducible cyclooxygenase-2 expression 
enhances survival of chronic lymphocytic leukemia B cells. Clin Immunol; 120:76-90. 
50. Zhu J: (2004) From the cyclooxygenase-2 inhibitor celecoxib to a novel class of 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase-1 inhibitors. Cancer Res; 64:4309-18. 
 
 
 59 
In un recente studio, Johnson e altri hanno studiato l‟effetto di questo farmaco in vitro 
sulle cellule B – CLL scoprendo che il derivato del celecoxib induceva citotossicità a basse 
concentrazioni ( < 10 μM ), concludendo che la morte cellulare indotta da questo nuovo 
composto  è  dovuta ad un meccanismo caspasi – indipendente in contrasto con l‟azione 
del celecoxib che si crede possa agire con un meccanismo caspasi – dipendente (51). 
  Un altro studio ha messo in confronto gli effetti del celecoxib e dell‟ OSU03012 sulle 
cellule B – CLL ed è stato visto che il trattamento con entrambi i principi attivi ha 
attenuato significativamente i livelli di glutatione. Il glutatione controlla la produzione di 
forme reattive e dannose dell‟ossigeno, perciò bassi livelli di questa molecola sono stati 
associati con una minor aggressività delle cellule B maligne, arrivando alla conclusione che 
gli inibitori selettivi per le COX 2 possono ridurre la sopravvivenza delle B – CLL 
modulando lo stress ossidativo (52).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
51. Johnson AJ: (2005) A novel celecoxib derivative, OSU03012, induces cytotoxicity in 
primary CLL cells and transformed B-cell lymphoma cell line via a caspase- and Bcl-2-
independent mechanism. Blood; 105:2504-9. 
52. Ryan EP: (2008) Cyclooxygenase-2 independent effects of cyclooxygenase-2 
inhibitors on oxidative stress and intracellular glutathione content in normal and 
malignant human B-cells. Cancer Immunol Immunother; 57:347-58. 
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11.1 Inibitori selettivi delle COX 2 nel linfoma di Hodgkin 
La maggior parte dei soggetti colpiti da questa forma di linfoma (90 – 95%) risponde bene 
ai trattamenti che consistono di chemioterapia e radioterapia, sebbene possano esserci 
recidive (53). Di conseguenza sono necessarie nuove terapie per coloro che rispondono 
poco ai trattamenti e per la riduzione delle ricadute.  
 I macrofagi nei pazienti con linfoma di Hodgkin producono alti livelli di PGE2 capaci di 
sopprimere l‟immunità cellulo – mediata. In un piccolo studio Hazar e altri hanno 
dimostrato che nel 70% dei pazienti le cellule di Reed – Sternberg (HRS) esprimono COX 2 
(54). Un altro studio ha mostrato che le cellule HRS di quasi la metà dei soggetti presi in 
esame ha espresso le COX 2 e questo dato è stato associato con una maggior proliferazione 
e sopravvivenza delle cellule maligne (55). L‟espressione delle COX 2 è stata correlata 
positivamente con un incremento della densità microvascolare, ovvero con un incremento 
dell‟attività angiogenetica. Gli autori hanno osservato anche maggiori livelli di Ki – 67 nel 
nucleo delle cellule HRS positive alle COX 2, indicando un‟attiva proliferazione. 
 Dopo questi risultati è possibile considerare che pazienti con linfoma di Hodgkin 
potrebbero beneficiare di trattamenti con inibitori selettivi delle COX 2. In supporto a 
questo, un gruppo di ricercatori ha dimostrato un ridotto rischio di linfoma di Hodgkin in 
individui che assumono basse dosi di aspirina, che agisce come un inibitore non selettivo 
delle ciclossigenasi (56).  
 
 
 
 
 
53. Kuppers R: (2006) ReviewAdvances in biology, diagnostics, and treatment of 
Hodgkin's disease. Biol Blood Marrow Transplant; 12:66-76. 
54. Hazar B: (2004) Cyclooxygenase-2 (Cox-2) expression in lymphomas. Leuk 
Lymphoma; 45:1395-9. 
55. Ohsawa: (2006) Expression of cyclooxygenase-2 in Hodgkin's lymphoma: its role in 
cell proliferation and angiogenesis. Leuk Lymphoma; 47:1863-71 
56. Chang: (2004) Aspirin and the risk of Hodgkin's lymphoma in a population-based 
case-control study. J Natl Cancer Inst; 96:305-15. 
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Di conseguenza, gli inibitori per le COX 2 hanno la potenzialità di favorire l‟immunità 
cellulare, ridurre l‟angiogenesi, inibire la proliferazione delle cellule maligne nei pazienti 
affetti da questa forma neoplastica.  
 
11.2 Inibitori selettivi delle COX 2 nel linfoma non Hodgkin 
Come già detto, questo linfoma è caratterizzato da un raggruppamento di forme 
neoplastiche derivate da cellule B, T e NK. C‟è sempre una maggior necessità di nuove 
terapie per combattere i vari tipi di linfoma non Hodgkin, che come i pazienti con linfoma 
di Hodgkin presentano livelli elevati nel plasma di PGE2, sebbene ad oggi non siano state 
ancora fatte correlazioni cliniche. Studi recenti hanno dimostrato che i linfomi esprimenti 
COX 2  hanno una crescita aggressiva. In uno studio, il 57% dei pazienti esprimeva COX 2 
nelle cellule linfomatose, risultato ottenuto con saggi di immunoistochimica, con 
conseguente risposta modesta ai trattamenti (54). Non è stata, comunque, trovata alcuna 
corrispondenza tra espressione delle ciclossigenasi 2 e sopravvivenza o grado del tumore. 
 Il linfoma del tessuto linfoide associato alla mucosa (MALT) è un linfoma non Hodgkin di 
origine B. Li e altri hanno dimostrato che i livelli di COX 2 erano elevati in circa il 69% dei 
linfomi MALT primari osservati, in correlazione con l‟espressione della Ki – 67, favorita 
proliferazione ed accumulo della proteina p53 nelle cellule del tumore. In uno studio che 
ha raccolto 177 pazienti con varie forme di linfoma non Hodgkin, il 60% dei pazienti 
esprimeva COX 2 nelle cellule tumorali, ma non sono state ottenute correlazioni 
significative tra linfomi con espressione modesta o nulla delle COX 2 e migliore risposta 
alle terapie (57). 
  
57. Li: (2004) Expression of COX-2, iNOS, p53 and Ki-67 in gastric mucosa-associated 
lymphoid tissue lymphoma. World J Gastroenterol; 10:1862-6. 
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 Pazienti con linfomi extra – nodali a cellule T o NK, caratterizzati da aggressività tumorale 
nella regione medio – facciale, hanno mostrato una correlazione inversa con l‟espressione 
delle COX 2 e con la sopravvivenza. Non sono state osservate disseminazioni sistemiche 
nei pazienti COX 2 negativi, mentre è stato osservato un 40% di recidive in pazienti con 
linfomi esprimenti ciclossigenasi 2. La sopravvivenza a distanza di 5 anni dalla diagnosi è 
stata del 70% nei soggetti con cellule COX 2 negative e del 32% per i positivi (58). 
 Il linfoma di Burkitt, che rientra tra i linfomi non Hodgkin di origine B, è una forma 
neoplastica particolarmente aggressiva. Wun e altri per primi hanno descritto l‟elevata 
espressione delle COX 2 nelle linee cellulari di questo linfoma. L‟inibizione delle 
ciclossigenasi con l‟impiego di 50 μM di celecoxib ha ridotto la proliferazione ed indotto 
l‟apoptosi in più dell‟85% delle cellule. L‟espressione di un fattore anti – apoptotico Akt è 
risultata ridotta, seguendo l‟inibizione delle COX 2 (59). Kardosh e altri hanno dimostrato 
ciò, supportando le prove che il celecoxib e un analogo strutturale, il dimetil – celecoxib 
(DMC) che è privo di attività inibitoria contro le COX 2 ha inibito la proliferazione e in vivo 
la crescita tumorale delle cellule di Burkitt (60). Entrambi i farmaci hanno arrestato la 
proliferazione cellulare, influenzando negativamente l‟espressione di ciclina A e B e 
incrementando i livelli della proteina p27Kip1. 
 
 
 
 
58. Shim SJ: (2007) Clinical significance of cyclooxygenase-2 expression in extranodal 
natural killer (NK)/T-cell lymphoma, nasal type. Int J Radiat Oncol Biol Phys; 67:31-8. 
59. Wun T: (2004) Increased cyclooxygenase-2 (COX-2): a potential role in the 
pathogenesis of lymphoma. Leuk Res; 28:179-90. 
60. Kardosh: (2005) Dimethyl-celecoxib (DMC), a derivative of celecoxib that lacks 
cyclooxygenase-2-inhibitory function, potently mimics the anti-tumor effects of celecoxib 
on Burkitt's lymphoma in vitro and in vivo. Cancer Biol Ther; 4:571-82. 
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 E‟ importante notare che entrambi i gruppi terapeutici hanno usato dosi relativamente 
alte di farmaco ( > 25 μM ) per mediare questi effetti. A queste dosi, però, gli effetti 
osservati potrebbero non essere dipendenti dalle COX 2, inoltre il DMC è risultato molto 
utile nella terapia del linfoma di Burkitt 
  Kobayashi e altri hanno studiato gli effetti di trattamenti con etodolac, un inibitore 
selettivo per le COX 2 su linee cellulari di linfoma di Burkitt. I trattamenti con etodolac 
hanno indotto apoptosi dove i livelli di Bcl – 2 erano ridotti (61).  
 Un modello in vivo di linfoma primario del SNC è stato sottoposto ad iniezioni 
intracraniche di cellule di linfoma di Burkitt per studiare gli effetti dei farmaci inibitori 
selettivi delle COX 2 sulla crescita tumorale. Somministrando celecoxib attraverso il cibo ai 
topi in esame è stato visto un incremento della morte cellulare e una riduzione dei livelli di 
Bcl – 2, proteina che previene l‟ apoptosi. Il trattamento con celecoxib ha favorito la 
sopravvivenza dei soggetti con tumore al SNC (62). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
61. Kobayashi: (2005) Etodolac inhibits EBER expression and induces Bcl-2-regulated 
apoptosis in Burkitt's lymphoma cells. Eur J Haematol; 75:212-20. 
62. Wang W: (2006) Efficacy of celecoxib in the treatment of CNS lymphomas: an in vivo 
model. Neurosurg Focus; 21:E14. 
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11.3 Le COX 2 favoriscono la progressione verso la malignità 
Studi epidemiologici hanno provato un ruolo centrale delle COX 2 nella formazione 
tumorale e nella progressione da cellula sana a maligna. Il celecoxib è stato approvato per 
l‟uso nei pazienti con poliposi adenomatosa familiare, per ridurre la progressione di questo 
stadio pre – maligno verso il tumore colon rettale. 
 Alcuni studi sono stati avanzati nel determinare se i FANS con attività inibitoria delle COX 
abbassino il rischio di tumori ematopoietici. È stato riportato un ridotto rischio di 
sviluppare leucemia con l‟uso regolare di aspirina (63). Un altro studio ha ottenuto il 60% 
di minor incidenza di linfoma non Hodgkin in femmine che facevano uso di analgesici a 
lungo termine (64). L‟uso moderato di aspirina nelle donne (in un periodo di 3 – 9 anni) 
sembra ridurre la possibilità di sviluppare un linfoma non Hodgkin nel 50% dei casi. Ad 
ogni modo due studi separati hanno rilevato la mancanza di correlazione tra la formazione 
di linfoma non Hodgkin ed uso di FANS (65). 
 Più recentemente un modello murino di linfoma indotto con diossina ha dimostrato che 
l‟induzione del tumore è associata ad elevati livelli di mRNA codificante per le COX 2 nei 
linfonodi. Un grande numero di cellule ad alta proliferazione ed espressione incrementata 
di Bcl – 2 è stato correlato con aumento dei livelli di ciclossigenasi 2 e sviluppo di linfoma. 
L‟espressione di queste forme enzimatiche nel microambiente che circonda una potenziale 
neoplasia può anche promuovere la progressione verso la malignità. L‟infiammazione 
cronica può attivare i fibroblasti stromali portando a promuovere l‟espressione delle COX 2 
e delle prostaglandine infiammatorie.  
 
63. Kasum CM: (2003) Non-steroidal anti-inflammatory drug use and risk of adult 
leukemia. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev; 12:534-7. 
64. Beiderbeck: (2003) Prescription medications associated with a decreased risk of 
non-Hodgkin's lymphoma. Am J Epidemiol; 157:510-6. 
65.  Bernatsky S, Lee JL, Rahme E: (2007) Rheumatology (Oxford);46:690–4. 
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Questo può essere necessario per promuovere la progressione di altre cellule maligne. 
Inoltre le neoplasie ematopoietiche in contatto con le cellule stromali che esprimono COX 
2 e secernenti prostaglandine potrebbero essere spinte verso un processo di malignità. Il 
microambiente tumorale gioca un ruolo importante nella patogenesi tumorale iniziale, ma 
può essere regolato anche da cellule maligne che esprimono COX 2 promuovendo 
un‟ulteriore crescita e sopravvivenza. 
 
11.4 COX 2 e PGE2 come promotori di angiogenesi e metastasi 
La formazione di nuovi vasi sanguigni può essere guidata dalle cellule maligne per 
supportare la propria proliferazione, sopravvivenza e metastatizzazione. Un‟angiogenesi 
incrementata è stata recentemente considerata come fattore fondamentale nella crescita di 
molteplici tipi di tumore ematologico ed è correlata con scarso successo di guarigione (66). 
I dati raccolti mostrano che l‟angiogenesi si ha nel midollo osseo in quei pazienti colpiti da 
mieloma multiplo ed è stata osservata una diretta correlazione tra incremento 
dell‟angiogenesi e progressione tumorale (67). Fattori pro – angiogenetici includono il 
fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF) e il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF). 
I tumori ematopoietici sono associati con alti livelli di VEGF e FGF che correlano con 
l‟avanzamento dello stadio tumorale (68). I pazienti con B – CLL sono stati trovati 
possedere alti livelli di VEGF nel siero, correlato con una minor sopravvivenza (69). 
 
 
66. Ribatti D, Scavelli C, Roccaro AM, Crivellato E, Nico B, Vacca A (2004)    
Hematopoietic cancer and angiogenesis. Stem Cells Dev; 13:484-95. 
67. Rajkumar SV, Leong T, Roche PC, Fonseca R, Dispenzieri A, Lacy MQ, Lust 
JA, Witzig TE, Kyle RA, Gertz MA, Greipp PR (2000) Prognostic value of bone 
marrow angiogenesis in multiple myeloma. Clin Cancer Res; 6:3111-6. 
68. Ribatti D, Vacca A, Rusnati M, Presta M. (2007) Cytokine Growth Factor 
Rev;18:327–34. 
69. Molica S, Vitelli G, Levato D, Gandolfo GM, Liso V. (1999) Br J 
Haematol.;107:605–10. 
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È interessante notare che gli inibitori delle COX 2, incluso celecoxib, rofecoxib, 
indometacina e roscovitine, hanno ridotto significativamente l‟angiogenesi in un modello 
di ulcera, indicando che questi enzimi possono essere importanti per la formazione di 
nuovi vasi sanguigni. La produzione di VEGF e FGF è dipendente anche dall‟espressione 
delle COX 2 (70). E‟ risaputo che l‟attività di queste ultime controlla l‟espressione di VEGF 
e FGF,  dato che l‟uso degli inibitori delle COX 2 ha attenuato significativamente la 
produzione di tali fattori di crescita (71). La PGE2 può modulare la sintesi di VEGF tramite 
il recettore EP3 (72). L‟espressione delle COX 2 è correlata positivamente con alti livelli di 
VEGF in pazienti con diversi tipi di tumore associati con incrementata angiogenesi e 
metastasi (73). Inoltre, l‟uso di inibitori selettivi per le COX 2 potrebbe potenzialmente 
ridurre i livelli dei fattori di crescita, riducendo, così l‟angiogenesi.  
 Il fenomeno dell‟angiogenesi crea anche un mezzo ideale per la disseminazione tumorale 
verso altri tessuti. Le metalloproteine di matrice (MMP) incluso la MMP – 9, sono 
responsabili di incrementata invasione e metastatizzazione. È stato dimostrato che la MMP 
– 9 può essere espressa dalle cellule leucemiche di cellule T mature e che alti livelli sono 
correlati con maggior potenzialità metastatica (74). 
 
 
70. Gately S, Li WW  (2004) Multiple roles of COX-2 in tumor angiogenesis: a target for 
antiangiogenic therapy. Semin Oncol; 31:2-11. 
71. Williams CS, Tsujii M, Reese J, Dey SK, DuBois RN  (2000) Host 
cyclooxygenase-2 modulates carcinoma growth.  J Clin Invest; 105:1589-94. 
72. Amano H, Hayashi I, Endo H, Kitasato H, Yamashina S, Maruyama T, 
Kobayashi M, Satoh K, Narita M, Sugimoto Y, Murata T, Yoshimura H, 
Narumiya S, Majima M (2003) Host prostaglandin E(2)-EP3 signaling regulates 
tumor-associated angiogenesis and tumor growth.  J Exp Med; 197:221-32. 
73: Tang H, Wang J, Bai F, Zhai H, Gao J, Hong L, Xie H, Zhang F, Lan M, Yao 
W, Liu J, Wu K, Fan D (2008) Cancer Invest;26:60–7 
74. Hayashibara T, Yamada Y, Onimaru Y, Tsutsumi C, Nakayama S, Mori N, 
Miyanishi T, Kamihira S, Tomonaga M, Maita T (2002) Bone marrow 
cyclooxygenase-2 levels are elevated in chronic-phase chronic myeloid leukaemia and are 
associated with reduced survival. Br J Haematol; 119:38-45. 
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 Le cellule B – CLL hanno espresso significative quantità di questa metalloproteina di 
matrice, in associazione con una incrementata invasione tumorale ed una minor 
sopravvivenza dei pazienti (75). Gli inibitori selettivi per le COX 2 hanno un potenziale 
antimetastatico, come è stato dimostrato dalla produzione di MMP – 9 che può essere 
dipendente dall‟attività delle COX 2. I macrofagi incrementano la produzione di MMP – 9 
dopo trattamento con PGE2 e l‟espressione è mediata attraverso il recettore delle PGE2, 
l‟EP4 (76). Successivi transfer di cDNA di COX 2 in linee cellulari di carcinoma riportano 
un up – regulation di MMP – 2 e MMP – 9 (77). Gli inibitori selettivi per le COX 2 (come 
NS – 389) hanno ridotto l‟espressione di queste forme di metalloproteine di matrice in 
studi in vitro su cellule cancerose di prostata e carcinoma squamoso di topo (78). 
 Fino a quando l‟attività delle COX 2 apparirà avere qualche controllo sull‟espressione delle 
MMP e sull‟invasione delle cellule tumorali, ci sarà comunque la speranza che gli inibitori 
delle COX 2 potranno sconfiggere le metastasi delle neoplasie ematologiche. 
 
 
 
 
 
 
75. Bauvois B, Dumont J, Mathiot C, Kolb JP (2002): Production of matrix 
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invasiveness and reduce the release of matrix metalloproteinases. Cancer Res; 60:4629-
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12. Trattamento dei linfomi del cane  
Con poche eccezioni il linfoma nel cane va considerato una patologia sistemica che 
richiede, quindi, una terapia sistemica. L‟approccio terapeutico sarà determinato dallo 
stadio della malattia (I – V) e dal sottostadio a o b, dalla presenza di sindromi 
paraneoplastiche e non ultimo dalla disponibilità del proprietario. La terapia di scelta per il 
linfoma canino continua ad essere la chemioterapia sistemica.  
 Si distingue una fase di induzione che mira alla remissione dei sintomi, ossia alla 
scomparsa dei segni clinici del linfoma ed una fase di mantenimento che ha lo scopo di 
mantenere il cane in fase di remissione clinica. La fase di re-induzione ha, invece, 
l‟obiettivo di ottenere una nuova remissione dopo una ricaduta durante il trattamento.  
 I protocolli chemioterapici attualmente utilizzati hanno lo scopo di indurre una 
remissione dei sintomi della maggior durata possibile e con effetti collaterali minimi per 
l‟animale.  Nella maggior parte dei casi la remissione dovuta alla chemioterapia permette 
di ottenere un grado di benessere accettabile per permetta uno stile di vita adeguato. Il 
trattamento dei linfomi maligni del cane, in prima intenzione, si basa solitamente 
sull‟impiego di cinque molecole, che vengono inserite in protocolli la cui efficacia è stata 
valutata indipendentemente dal sottotipo morfologico della neoplasia.  
 Il medico veterinario, quindi, dovrà selezionare principi attivi scelti in base ai criteri di: 
massima efficacia, tossicità minima e/o prevedibile e costo accettabile. 
Il primo protocollo utilizzato, universalmente conosciuto, è quello di S. Cotter (detto 
protocollo COP) che prevede l‟utilizzo di ciclofosfamide, vincristina e prednisone. È un 
protocollo semplice da somministrare ed efficace nella risposta clinica.  
 In numerosi altri protocolli è stata inserita la doxorubicina, da cui deriva la sigla COPA. 
 L‟uso di L – asparaginasi prima di un protocollo COPA (protocollo ACOPA) permette di 
ottenere un‟efficacia ottimale ed all‟origine di una risposta terapeutica rapida, ottenuta 
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nella maggior parte dei casi nell‟arco di 48 ore. Inoltre presenta il vantaggio, rispetto agli 
altri farmaci citati, di essere esente da effetti mielotossici.  
 Questi protocolli danno origine fin dai primi giorni di somministrazione ad una 
remissione dei sintomi che incoraggia il proprietario dell‟animale a proseguire la terapia 
con efficacia evidente nella maggior parte dei linfomi, indipendentemente dal tipo 
morfologico, benché possa essere necessario in un futuro prossimo attuare un trattamento 
specifico per ciascun tipo di linfoma (35). 
 
12.1 Razionale degli schemi terapeutici 
I protocolli terapeutici possono fare uso di singoli o molteplici principi attivi. Il regime 
ottimale non è stato ancora stabilito, ma la maggior parte degli autori concorda 
nell‟affermare che l‟approccio polichemioterapeutico (combinato o sequenziale) assicuri 
una più lunga sopravvivenza, soprattutto se nello schema terapeutico è inclusa la 
doxorubicina. Lo schema terapeutico che prevede l‟associazione di L – asparaginasi, 
vincristina, ciclofosfamide, doxorubicina o metotrexate e prednisone si associa al tasso di 
risposta più elevato ( 88 – 96%), all‟intervallo libero da malattia più lungo (215 – 250 
giorni) e alla sopravvivenza mediana più lunga (350 – 356 giorni) (3). 
 Allo stato attuale sono state descritte tre strategie terapeutiche: 
 utilizzo di protocolli polichemioterapici che prevedono una prima fase di induzione 
ed una seconda fase di mantenimento; 
 utilizzo di protocolli polichemioterapici che associano chemioterapici diversi, che 
non prevedono una terapia di mantenimento; 
 utilizzo di protocolli polichemioterapici che, dopo una fase di induzione, 
prevedono una fase di consolidamento. 
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Durante la fase di induzione, si massimizza la posologia dei chemioterapici per ridurre il 
più rapidamente possibile la massa neoplastica, con lo scopo di ottenere una remissione 
completa del quadro sintomatologico e migliorare la qualità di vita dell‟animale. 
 La fase di mantenimento, invece, si basa su intervalli di somministrazione più lunghi, in 
associazione ad un minor numero di principi attivi selezionati per mantenere la 
remissione. 
 La fase di consolidamento ha lo scopo di eliminare la malattia microscopica residua, che 
potrebbe ancora essere presente nell‟organismo, nonostante la remissione clinica del 
paziente. 
 L‟utilità della terapia di mantenimento dopo la fase iniziale di induzione non trova il 
consenso di tutti gli autori. Da alcuni studi si evince che la chemioterapia discontinua 
garantisce una remissione di durata simile a quella ottenuta con protocolli che prevedono 
la chemioterapia di mantenimento, ma con una tossicità ridotta e a costi minori. 
 In base al protocollo utilizzato, e al tipo di linfoma, il tasso di remissione si aggira intorno 
al 75 – 90%, con tempi di sopravvivenza che oscillano tra i 6 e i 15 mesi. La maggior parte 
dei cani soccombe, tuttavia, in seguito all‟insorgenza di farmacoresistenza un anno dopo la 
diagnosi (3).  
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12.2 Protocolli chemioterapici per il trattamento del linfoma canino 
I farmaci utilizzati in monochemioterapia o in polichemioterapia sono: 
 Prednisone; 
 Ciclofosfamide; 
 Clorambucile; 
 L – asparaginasi; 
 Doxorubicina; 
 Epirubicina; 
 Mitoxantrone; 
 Citosina arabinoside; 
 D – actinomicina; 
 Vinblastina; 
 Lomustina. 
È importante puntualizzare che il prednisone è economico e relativamente atossico, ma 
induce farmacoresistenza, soprattutto se utilizzato per periodi lunghi (superiori alle 4 
settimane) e che, volendo istituire in seguito un protocollo di chemioterapia combinata, i 
risultati potrebbero non essere soddisfacenti. 
 La polichemioterapia ha lo scopo di selezionare quei principi attivi che hanno organi 
bersaglio di tossicità diversi, di minimizzare la farmacoresistenza e di massimizzare 
l‟attività citotossica. 
Si ricorda, inoltre, che i soggetti con sottostadio a tollerano meglio gli schemi terapeutici  
più aggressivi rispetto a quelli con sottostadio b. 
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Protocollo COP (o CVP) nell’induzione e nel mantenimento: 
Farmaco Protocollo a basse dosi Protocollo ad alte dosi 
ciclofosfamide 50 mg/m2 PO a giorni 
alterni per 8 settimane, 
oppure 50 mg/m2 PO per 4 
giorni consecutivi (giorni 4 
– 7) per 8 settimane, poi lo 
stesso dosaggio ma a 
settimane alterne per 4 
mesi, poi ogni 21 giorni per 
6 mesi ed infine una volta al 
mese per un anno. 
250 – 300 mg/m2 PO-EV 
ogni 21 giorni per un anno, 
poi una volta al mese per 
altri 6 mesi, poi 
interrompere se il cane è in 
remissione completa. 
vincristina 0,5 mg/m2 EV una volta a 
settimana (giorno 1) per 8 
settimane, poi a settimane 
alterne per 4 mesi, poi ogni 
21 giorni per 6 mesi ed 
infine una volta al mese per 
un anno 
0,75 mg/m2 EV una volta a 
settimana per 8 settimane, 
poi a settimane alterne per 4 
mesi, poi ogni 21 giorni per 
6 mesi ed infine una volta al 
mese per un anno 
prednisone 20 mg/m2 PO sid oppure 1 
mg/kg/die per 7 giorni, poi 
a giorni alterni fino alla 
recidiva o alla comparsa di 
effetti collaterali 
20 mg/m2 PO sid oppure 1 
mg/kg/die per 7 giorni, poi 
a giorni alterni fino alla 
recidiva o alla comparsa di 
effetti collaterali 
 
Nel caso in cui si verificasse cistite emorragica, è consigliabile sostituire la ciclofosfamide 
con il melphalan (2 – 5 mg/m2 PO) oppure con il clorambucile (15 mg/m2 PO SID per 4 
giorni consecutivi). Con il protocollo COP la durata media della remissione è di 2 – 6 mesi, 
mentre la sopravvivenza media è di 5 – 8 mesi, secondo lo studio considerato. 
Recentemente al regime COP è stata aggiunta la L- asparaginasi (settimane 1 e 2: giorno 2) 
per valutarne l‟efficacia, ma i risultati hanno deluso le aspettative (3). 
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Protocollo CHOP: induzione e mantenimento  
Farmaco Schema di induzione Schema di 
mantenimento 
ciclofosfamide 50 mg/m2 PO a giorni 
alterni per 8 settimane 
 
vincristina 0,5 – 0,7 mg/m2 EV: giorni 
8 e 15 
 
prednisone 20 mg/m2 PO sid per 7 
giorni, poi a giorni alterni 
 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: giorno 1 30 mg/m2 EV dal giorno 22 
ogni 3 settimane 
 
In uno studio, la remissione e la sopravvivenza mediana erano di 4 e 7 mesi circa 
rispettivamente. In un altro studio, che sostituiva la doxorubicina con il metotrexate, la 
remissione e la sopravvivenza duravano mediamente 132 giorni e 219 giorni 
rispettivamente. Dai risultati di un altro lavoro, si evince che la L – asparaginasi aggiunta 
al protocollo CHOP non migliora né la durata della remissione, né la sopravvivenza, ma 
solamente la percentuale di cani che ottiene remissione completa (3). 
 
Protocollo COAP: induzione e mantenimento  
Farmaco Schema di induzione 
(8 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
ciclofosfamide 50 mg/m2 PO a giorni 
alterni per 8 settimane 
300 mg/m2 ogni 21 giorni 
per un anno, poi ogni mese 
fino alla 78ma settimana 
vincristina 0,5 – 0,7 mg/m2 EV una 
volta a settimana per 8 
settimane 
0,75 mg/m2 una volta a 
settimana per 4 settimane, 
poi ogni 3 settimane per un 
anno, poi ad intervalli 
mensili 
prednisone 20 mg/m2 PO sid per 7 
giorni 
20 mg/m2 PO a giorni 
alterni fino alla recidiva o 
alla comparsa di effetti 
collaterali 
citosina arabinoside 100 mg/m2/die EV per i 
primi 4 giorni del protocollo 
 
  
In uno studio, il 67% dei cani otteneva la remissione completa con sopravvivenza media e 
mediana riportate di 251 e 175 giorni, rispettivamente (3). 
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Protocollo VELCAP: induzione e mantenimento (VELCAP – L) 
Farmaco Schema di induzione 
(12 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
ciclofosfamide 250 mg/m2 PO settimane 7 
e 12 
250 mg/m2 PO: settimane 
15, 21, 24, 28, 31, 43, 46, 58, 
61 e 73 
vincristina 0,75 mg/m2 EV una volta a 
settimana per 3 settimane, 
poi soltanto le settimane 7 e 
12 
0,75 mg/m2: settimane 15, 
18, 21, 27, 28, 31, 34, 43, 46, 
49, 58, 61, 64 e 73 
L - asparaginasi 10.000 UI/m2 SC: settimane 
7, 8 e 9 
10.000 UI/m2 SC: settimane 
24 e 25 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 2 e 
4 
30 mg/m2 EV: settimane 18, 
27, 34, 49 e (64) 
prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 
giorni, poi a giorni alterni 
40 mg/m2 PO a giorni 
alterni 
 
Dalla settimana 75 la chemioterapia viene interrotta. Dopo la sesta doxorubicina, è 
necessario monitorare la frazione di accorciamento mediante ecocardiografia ad ogni 
successivo trattamento. Secondo uno studio, la remissione durava mediamente 55 
settimane (3). 
 
Protocollo VELCAP modificato: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione 
(5 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
L - asparaginasi 400 UI/kg IM settimana 1  
Vincristina 0,75 mg/m2 EV una volta a 
settimana (settimane 2 – 5) 
0,75 mg/m2 EV una volta 
ogni tre settimane 
ciclofosfamide 250 mg/m2 PO una volta a 
settimana (settimane 2 e 5) 
250 mg/m2 PO una volta 
ogni tre settimane 
Prednisone 1 mg/kg PO sid 1 mg/kg PO a giorni alterni 
Doxorubicina  Seconda recidiva: 30 mg/m2 
EV (dalla settimana 4) ogni 
tre settimane 
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Alla prima recidiva è possibile riprendere la fase di induzione. Alla seconda recidiva, è 
necessario introdurre la doxorubicina nella fase di mantenimento. Secondo uno studio, la 
L – asparaginasi somministrata per via IM era più efficace rispetto all‟iniezione SC (3). 
 
Protocollo VELCAP modificato: solo induzione (VELCAP – S) 
Farmaco Schema di induzione 
(12 settimane) 
ciclofosfamide 250 mg/m2 PO: settimane 7 e 12 
vincristina 0,75 mg/m2 EV una volta a settimana per 3 
settimane, poi soltanto le settimane 7 e 12 
L - asparaginasi 10.000 UI/m2 SC: settimane 7, 8 e 9 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 2 e 4 
prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 giorni, poi a giorni 
alterni 
 
Secondo uno studio, la prima remissione durava mediamente 20 settimane. Il protocollo 
VELCAP – S presenta i seguenti vantaggi rispetto al VELCAP – L: è meno costoso, si 
associa a minore tossicità e migliora la qualità di vita (3). 
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Protocollo VELCAP – S con consolidamento (MOPP e lomustina) 
Farmaco Schema di induzione 
(11 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
ciclofosfamide 250 mg/m2 PO: settimane 5 
e 9 
 
vincristina 0,75 mg/m2 EV: settimane 
1, 2, 5 e 9 
0,75 mg/m2: settimane 13 e 
14 
L - asparaginasi 10.000 UI/m2 SC: settimane 
1 e 4 
 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 3, 
7 e 11 
 
prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 
giorni, poi a giorni alterni 
per 4 settimane 
40 mg/m2/die PO: 
settimana 13; 40 mg/m2 a 
giorni alterni PO: settimana 
14 
mecloretamina  3 mg/m2 EV: settimane 13 e 
14 
procarbazina  50 mg/m2 PO sid: dalla 
settimana 13 per due 
settimane 
lomustina  90 mg/m2 PO: settimane 17 
e 20 
 
I cani in remissione completa alla 13ma settimana possono passare alla fase di 
consolidamento con il protocollo MOPP e lomustina. Se alla 12ma settimana i cani sono 
ancora in remissione completa, la chemioterapia viene interrotta. Secondo uno studio, la 
sopravvivenza mediana era di 302 giorni, mentre l‟intervallo libero mediano era di 168 
giorni, con il 44% e il 13% dei cani vivo dopo 1 e 2 anni rispettivamente (3). 
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Protocollo COPLA/LVP: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione 
(12 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
L - asparaginasi 10.000 UI/m2 SC (giorni 1 e 
8) 
 
vincristina 0,5 mg/m2 EV una volta a 
settimana (dal giorno 1) per 
11 settinane omettendo la 6 
e la 9 
0,5 mg/m2 EV: dalla 
settimana 12 ogni 2 
settimane per 2 trattamenti, 
poi ogni 3 settimane per 3 
trattamenti, poi ogni mese 
ciclofosfamide 50 mg/m2 PO a giorni 
alterni per 8 settimane 
 
prednisone 20 mg/m2 PO sid per 7 
giorni, poi a giorni alterni 
per 7 settimane 
 
doxorubicina 30 mg/m2 EV ogni 21 giorni 
(settimane 6, 9 e 12) 
 
clorambucile  4 mg/m2 PO a giorni alterni 
 
In uno studio il tasso di risposta (remissione parziale e completa) era del 92%. La 
sopravvivenza mediana dei cani in remissione completa era di 36 settimane, mentre la 
sopravvivenza mediana generale era di 28 settimane, con intervallo libero di 25 settimane. 
Questo protocollo era ben tollerato, con minima tossicità. In un altro studio, la 
doxorubicina era sostituita dalla D – actinomicina (0,75 mg/m2 EV), senza ottenere un 
miglioramento né dell‟intervallo libero, né della sopravvivenza (3). 
 
Protocollo CaVP: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione Schema di 
mantenimento 
carmustina 50 mg/m2 EV: giorno 1 50 mg/m2 EV ogni 6 
settimane 
vincristina 0,75 mg/m2 EV: giorni 1, 8, 
13 e 20 
0,75 mg/m2 EV ogni 3 
settimane 
prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 
giorni, poi 20 mg/m2 PO 
ogni 48 ore 
20 mg/m2 PO ogni 48 ore 
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In uno studio, l‟85,7% dei pazienti otteneva remissione completa, con durata mediana di 
183 giorni. La sopravvivenza mediana di tutti i cani trattati era di 224 giorni. La tossicità 
dose – limitante era la mielotossicità (3). 
 
Protocollo ACOPA – I: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di somministrazione 
L – asparagi nasi 10.000 UI/m2 IM: settimane 1, 2, 3 e 4 
Vincristina 0,75 mg/m2 EV: settimane 1, 2, 3, 4, 7, 10, 
13, 16, 25, 28, 31, 40, 43, 46, 55, 58, 61, 70 e 
75 
Ciclofosfamide 250 mg/m2 PO: settimane 7, 13, 16, 28, 31, 
43, 46, 58, 61 e 75 
Prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 giorni, poi a giorni 
alterni 
Doxorubicina 30 mg/m2 EV settimane 10, 25, 40, 55, 70 
 
Dopo 75 settimane di trattamento, la chemioterapia è interrotta. Secondo uno studio, il 
76% dei cani trattati otteneva remissione completa con sopravvivenza mediana di un anno 
e intervallo libero mediano di 230 giorni (3). 
 
Protocollo ACOPA – II: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di somministrazione 
L – asparagi nasi 10.000 UI/m2 IM: settimane 7, 8, 25, 26 
Vincristina 0,75 mg/m2 EV: settimane 4, 10, 13, 16, 19, 
22, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 
62, 65, 68, 71 e 74 
Ciclofosfamide 250 mg/m2 PO: settimane 4, 7, 13, 16, 22, 
32, 35, 39, 42, 48, 51, 57, 58, 65, 66, 74, 75 
Prednisone 40 mg/m2 PO sid per 7 giorni, poi a giorni 
alterni 
Doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 1, 10, 19, 29, 38, 
47, (56), (64) e (73) 
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Dopo la sesta doxorubicina, è necessario monitorare la  contrattilità cardiaca misurando la 
frazione di accorciamento mediante ecocardiografia ad ogni successivo trattamento. 
Secondo uno studio, il 65% dei cani trattati otteneva remissione completa, con 
sopravvivenza media di 10 mesi e intervallo libero medio di 9 mesi, con il 40% e il 21% dei 
cani ancora in remissione dopo 1 e 2 anni rispettivamente (3). 
 
Protocollo con doxorubicina, L – asparaginasi e COP: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione Schema di 
mantenimento 
Doxorubicina 30 mg/m2 EV ogni 3 
settimane 
 
L – asparagi nasi 10.000 UI/m2 IM per 3 
settimane 
 
Ciclofosfamide  200 – 250 mg/m2 PO ogni 
21 giorni 
Vincristina  0,75 mg/m2 una volta a 
settimana per 4 settimane, 
poi ogni 3 settimane 
Prednisone  1 mg/kg/die PO per 4 
settimane, poi a giorni 
alterni 
 
Il mantenimento (COP) inizia se il cane non ottiene remissione completa o parziale dopo la 
prima dose di doxorubicina, oppure alla prima recidiva. Secondo uno studio, la 
sopravvivenza mediana complessiva era di 237 giorni con intervallo libero di 205 giorni 
(3). 
Protocollo VCAA: induzione 
Farmaco Schema di somministrazione 
L – asparaginasi 400 UI/kg SC: settimane 1 e 6 
Vincristina 0,75 mg/m2 EV: settimane 2 e 7 
Ciclofosfamide 75 mg/m2 PO per 4 giorni consecutivi, 
settimane 3 e 8 
Doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 4 e 9 
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Secondo uno studio, l‟intervallo libero mediano era di 28 giorni e la sopravvivenza 
mediana era di 6 mesi. Se allo stesso protocollo faceva seguito l‟immunoterapia con 
anticorpi monoclonali (Mab 231), l‟intervallo libero era di 126 giorni e la sopravvivenza 
mediana di 13 mesi (3). 
 
Protocollo PVAC3: induzione 
Farmaco Schema di induzione  
(12 settimane) 
Vincristina 0,25 mg/m2 EV una volta alla settimana per 
12 settimane 
Ciclofosfamide 75 mg/m2 EV una volta alla settimana per 
12 settimane 
Doxorubicina 10 mg/m2 EV una volta alla settimana per 
12 settimane 
Prednisone 2 mg/kg/die PO per 7 giorni, poi 1,5 
mg/kg/die per 7 giorni, poi 1 mg/kg/die per 
7 giorni, poi 0,5 mg/kg/die per 7 giorni 
 
Secondo uno studio, l‟84% dei cani otteneva remissione completa della durata mediana di 
7 mesi (3). 
 
Protocollo AMC: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione  
(8 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
L - asparaginasi 400 UI/kg IM: settimana 1  
ciclofosfamide 200 – 250 mg/m2 EV: 
settimane 2 e 6 
200 – 250 mg/m2 EV dalla 
settimana 10 una volta al 
mese 
Vincristina 0,75 mg/m2 EV: settimane 
1, 3, 5 e 7 
0,75 mg/m2 dalla settimana 
9 ogni due settimane 
Metotrexate 0,6 – 0,8 mg/kg PO: 
settimane 4 e 8 
0,6 – 0,8 mg/kg PO dalla 
settimana 12 una volta al 
mese 
 
Secondo un lavoro, il 77% dei cani trattati otteneva remissione completa per 140 giorni, 
sopravvivendo mediamente 290 giorni (3). 
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Protocollo dell’Università Madison – Wisconsin: induzione e mantenimento 
Farmaco Schema di induzione  
(10 settimane) 
Schema di 
mantenimento 
L - asparaginasi 400 UI/kg SC: settimana 1  
Vincristina 0,7 mg/m2 EV: settimane 1, 
3, 6 e 8 
0,7 mg/m2 EV: settimane 11, 
15, 19 e 23 
ciclofosfamide 200 mg/m2 EV: settimane 2 
e 7 
 
clorambucile  1,4 mg/kg PO: settimane 13 
e 21 
Prednisone 2 mg/kg PO sid per 7 giorni 
poi 1,5 mg/kg PO per 7 
giorni, poi 1 mg/kg per 7 
giorni, poi 0,5 mg/kg per  7 
giorni 
 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 4 e 
9 
30 mg/m2 EV: settimane 17 
e 25 
Metotrexate  0,5 – 0,8 mg/kg EV: 
settimana 34 
 
Il clorambucile sostituisce la ciclofosfamide nella fase di mantenimento soltanto se il cane 
è in remissione completa. Dopo la settimana 25, si ripete il ciclo, intervallando le 
somministrazioni di 3 settimane e sostituendo la doxorubicina con il metotrexate. Dooo la 
settimana 49, si ripete il ciclo, intervallando le somministrazioni di 4 settimane. Se alla 
settimana 104 il cane è ancora in remissione completa, la terapia può essere sospesa. 
Secondo uno studio, la sopravvivenza mediana era di 318 giorni con intervallo libero alla 
prima recidiva di 197 giorni (3). 
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Protocollo modificato dell’Università Madison – Wisconsin: induzione 
Farmaco Schema di induzione (25 settimane) 
L – asparagi nasi 400 UI/kg SC: settimana 1 
Vincristina 0,5 – 0,7 mg/m2 EV: settimane 1, 3, 6, 8, 11, 
15, 19 e 23 
Ciclofosfamide 250 mg/m2 EV: settimane 2, 7, 13 e 21 
Prednisone 2 mg/kg PO sid per 7 giorni, poi 1,5 mg/kg 
PO per 7 giorni, poi 1 mg/kg PO per 7 
giorno ed infine 0,5 mg/kg PO per 7 giorni 
Doxorubicina 30 mg/m2 EV: settimane 4, 9, 17 e 25 
 
Rispetto al protocollo originale, questo è sospeso dopo 6 mesi se il cane è in remissione 
completa. Secondo uno studio, la sopravvivenza mediana era di 52 settimane con intervallo 
libero di 36 settimane. Il protocollo a dose intensificata può essere proposto a quei 
proprietari che desiderano un protocollo più breve e che accettano i rischi legati alla 
tossicità (3). 
 
Protocollo di salvataggio MOPP 
Farmaco Schema di somministrazione 
mecloretamina 3 – 6 mg/m2 EV: giorni 1 e 8 
Vincristina 0,75 mg/m2 EV: giorni 1 e 8 
procarbazina 50 mg/m2 PO sid: giorni 1 – 14 
Prednisone 30 – 40 mg/m2 PO sid 
 
Il protocollo MOPP prevede cicli della durata di 28 giorni. Il giorno 29 si ricomincia da 
capo, somministrando tutti i farmaci fino a quando il tumore diventa chemioresistente. È 
un protocollo di salvataggio e secondo uno studio, il 35% dei cani otteneva remissione 
completa ed il 53% remissione parziale in 28 giorni (3). 
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Protcollo di salvataggio con doxorubicina e dacarbazina 
Farmaco Schema di somministrazione 
doxorubicina 30 mg/m2 EV: ogni 21 giorni 
dacarbazina 200 mg/m2 EV: dal giorno 1 al giorno 5 di 
ogni ciclo 
  
Questo protocollo è stato utilizzato nei casi in cui il linfoma aveva recidivato dopo l‟utilizzo 
della doxorubicina in monochemioterapia. La sopravvivenza mediana complessiva 
riportata era di 45 giorni, mentre i cani che ottenevano remissione completa 
sopravvivevano mediamente 105 giorni (3). 
 
Protocollo di salvataggio con cisplatino e citosina arabinoside 
Farmaco Schema di somministrazione 
Cisplatino 50 mg/m2 EV: ogni 21 giorni 
citosina arabinoside 100 mg/m2 ogni 7 giorni (giorno 0 
somministrazione EV, giorno 7 e 14 
somministrazione SC) 
 
Secondo uno studio che prendeva in considerazione 3 cani con linfoma resistente, soltanto 
1 otteneva remissione completa della durata di 56 giorni. 
Nella tabella seguente (Tab. 2) vengono identificate le molecole utilizzabili per il 
trattamento del linfoma in prima intenzione e in caso di ricaduta, con particolare interesse 
per ciò che concerne gli effetti indesiderati (in neretto i principali effetti). 
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Molecola Meccanismo 
d’azione 
Effetti 
indesiderati 
Indicazioni 
ciclofosfamide Evita la divisione 
cellulare 
intercalandosi tra le 
catene del DNA 
durante la fase S del 
ciclo cellulare 
Aplasia 
midollare, 
leucopenia (nadir a 7 
– 14 giorni); 
disturbi 
gastroenterici 
(vomito); alopecia; 
cistite sterile (rara) 
Polichemioterapia 
clorambucile Simile alle mostarde 
azotate, forma dei 
legami crociati con il 
DNA 
Aplasia 
midollare, disturbi 
gastroenterici 
(vomito); alopecia; 
tossicità cerebellare 
Sostituisce la 
ciclofosfamide nei 
cani affetti da cistite 
emorragica 
metotrexate Inibisce la sintesi 
della purina e della 
timidina, essenziali 
per la sintesi del 
DNA 
Aplasia midollare 
(nadir da 6 – 9 
giorni) disturbi 
gastroenterici 
(vomito); ulcere 
buccali e 
gastroenteriche; 
alopecia; tossicità 
epatica e renale 
Polichemioterapia 
citarabina Analogo della 
pirimidina: inibisce 
la sintesi del DNA 
Aplasia midollare 
(nadir 7 – 10 giorni), 
disturbi 
gastroenterici; 
alopecia 
Monochemioterapia; 
polichemioterapia, 
utilizzo 
intrarachideo per 
trattare i sintomi del 
SNC 
doxorubicina Antibiotico 
antitumorale: 
inibisce la sintesi di 
DNA e RNA 
Cardiotossicità 
(cardiomiopatia); 
aplasia midollare 
(nadir 7-10 giorni); 
disturbi 
gastroenterici; 
colite emorragica 2-
4 giorni dopo la 
somministrazione; 
alopecia; escare 
periva scolari; 
reazioni allergiche 
durante la 
somministrazione 
Monochemioterapia; 
polichemioterapia 
mitoxantrone Attività intercalante 
a livello di DNA; 
inibisce la sintesi di 
DNA e RNA 
Aplasia 
midollare; 
disturbi 
gastroenterici; 
alopecia 
Protocollo di re 
induzione 
moderatamente 
efficace 
actinomicina D Antibiotico 
antitumorale: 
inibisce la sintesi di 
Aplasia 
midollare; 
disturbi 
Protocollo di 
reinduzione 
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DNA e, in maniera 
meno marcata, 
quella dell‟RNA e 
delle proteine 
gastroenterici; 
stomatite, ulcere 
buccali; alopecia; 
escara periva scolare 
prednisone, 
prednisolone  
Legame con i 
recettori 
citoplasmatici, 
interazione con il 
DNA ed inibizione 
della divisione 
cellulare 
PUPD; Cushing 
iatrogeno 
Monochemioterapia: 
poco efficace; 
polichemioterapia 
vincristina Blocco in metafase 
legandosi alle 
proteine dei 
microtubuli che 
partecipano alla 
formazione dei fusi 
mitotici 
Aplasia midollare; 
alopecia; disturbi 
gastroenterici; 
neuropatia 
periferica; escara 
perivascolare 
Polichemioterapia 
L - asparaginasi Inibisce la sintesi 
proteica privando le 
cellule tumorali 
dell‟asparagina 
Anafilassi 
(EV>IM); CID; 
pancreatite; dolore 
all‟iniezione; aplasia 
midollare se 
associata alla 
vincristina 
Monochemioterapia: 
remissione breve; 
polichemioterapia 
paclitaxel Agente antitumorale 
relativamente 
nuovo; inibisce la 
capacità di 
depolimerizzazione 
dei microtubuli 
Aplasia midollare; 
reazione allergica 
alla 
somministrazione; 
disturbi 
gastroenterici; 
alopecia 
Studi in corso 
Tab. 2 (35) 
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12. 3 Valutazione dell’efficacia della chemioterapia 
Il principio su cui si basa il trattamento di un linfoma maligno è quello di ottenere una 
remissione completa dei sintomi, mantenendo l‟animale in buone condizioni di salute. È, 
dunque, necessario: 
- intervenire precocemente; 
- essere efficaci (molecole / dosaggi); 
- limitare gli effetti secondari. 
La speranza di vita attesa è correlata al sottotipo istologico. La fase di induzione permette 
di valutare precocemente la risposta al trattamento farmacologico. 
 La risposta deve essere valutata a distanza di una settimana dall‟inizio della chemioterapia 
ed in base alla risposta clinica si parla di: 
- remissione completa: scomparsa totale dei segni clinici individuati al 
momento della diagnosi e ritorno degli organi linfoidi interessati a 
dimensioni normali; 
- remissione parziale: scomparsa totale dei segni clinici e diminuzione delle 
dimensioni dei linfonodi del 50 – 75%; 
- remissione lenta: risposta completa ottenuta tardivamente, alla fine del 
periodo di induzione; 
- assenza di remissione: nessuna diminuzione della linfoadenomegalia con 
stabilizzazione o aggravamento dei segni clinici. 
Nel caso in cui la localizzazione neoplastica sia esclusivamente profonda, è necessario 
controllare, una settimana dopo l‟inizio del trattamento e alla fine del periodo di induzione, 
la risoluzione dei segni clinici e delle lesioni interne evidenziate con la diagnostica per 
immagini (35). 
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12.4 La tossicità del trattamento 
Uno dei principali effetti tossici della chemioterapia riguarda il midollo osseo. Numerose 
molecole antitumorali, quali la vincristina e la ciclofosfamide, provocano la diminuzione 
del numero dei leucociti e delle piastrine 5 – 7 giorni dopo la somministrazione. 
 Prima di ciascuna somministrazione, quindi, è necessario effettuare un esame 
emocromocitometrico con formula leucocitaria. La neutropenia e la trombocitopenia 
costituiscono i primi segni di tossicità midollare. Il numero dei leucociti deve essere 
superiore a 3.500/mm3. Anche il numero delle piastrine rappresenta un fattore limitante 
se inferiore a 50.000/mm3, tranne il caso in cui la neutropenia può essere attribuita a 
fenomeni immunomediati, che accompagnano talvolta lo sviluppo del linfoma maligno. È 
allora necessario rimandare la somministrazione fino al ripristino di un emogramma nella 
norma o ridurre la dose di farmaco somministrato. 
 In caso di tossicità a carico dell‟apparato gastroenterico, che si manifesta con anoressia, 
nausea, vomito e diarrea, si deve mettere in atto un trattamento complementare prima e  
dopo la seduta di terapia con l‟utilizzo di antiemetici, modificatori della motilità o 
protettori della mucosa gastroenterica. 
 Si hanno anche fenomeni di tossicità diversa e specifica per ciascun farmaco che possono 
comparire durante il trattamento: cistite emorragica che si manifesta dopo la 
somministrazione di ciclofosfamide e cardiomiopatia dilatativa come tossicità da accumulo 
per la somministrazione di numerose dosi di doxorubicina. Tale tossicità cardiaca 
cumulativa si può manifestare dopo la somministrazione di una dose totale di 150/180 
mg/m2. In questi casi è necessario interrompere la somministrazione del farmaco in 
questione (35). 
 La “Sindrome da lisi tumorale acuta” si può manifestare quando la massa tumorale totale 
è elevata e il linfoma di alto grado. Inoltre si è visto che il rischio di tale sindrome aumenta 
nei pazienti con linfonodi molto voluminosi, che rispondono velocemente al trattamento 
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antiblastico. Si manifesta solitamente entro 48 ore dal trattamento chemioterapico ed è 
provocata dalla messa in circolo di prodotti metabolici e di sostanze tossiche intracellulari. 
La lisi improvvisa delle cellule tumorali comporta il rilascio del DNA nucleare, con grave 
aumento sierico dell‟acido urico e secondaria cristallizzazione a livello tubulare renale (3). 
E‟ necessario, ovviamente, sospendere la chemioterapia fino al ripristino della funzionalità 
renale, alla correzione dell‟ipovolemia e degli squilibri elettrolitici. 
 
12.5 La recidiva 
Durante il trattamento terapeutico è necessario assicurarsi che le condizioni generali 
dell‟animale siano buone, controllando eventuali segni di tossicità e per evidenziare 
eventuali ricadute, evidenziabili dalla ricomparsa di una linfoadenomegalia. Si 
raccomanda, quindi,  di controllare gli organi linfoidi attraverso la palpazione,  la 
diagnostica per immagini ed eventualmente mediante ago - aspirazione. Le eventuali 
ricadute, quindi, devono essere diagnosticate il più precocemente possibile grazie alla 
messa in atto di un controllo clinico rigoroso che permetta di evidenziare l‟eventuale 
ripresa dell‟attività delle cellule tumorali; sarà, in questi casi, necessario reintrodurre il 
trattamento con un protocollo appropriato. Nel caso si tratti della prima recidiva ed il 
tempo di remissione sia stato adeguato, potremmo utilizzare le stesse molecole seguendo 
un protocollo identico ed ottenendo, nella maggior parte dei casi, una risposta completa 
benché di durata inferiore.  
 Lo sviluppo di casi di resistenza in corso di linfoma in fase di trattamento è 
frequentemente associata all‟espressione di uno o più geni di chemioresistenza (MDR nel 
cane). Tale fenotipo MDR è caratterizzato dall‟espressione di una glicoproteina di 
membrana, denominata glicoproteina P, che agisce come una pompa creando un flusso 
attivo degli agenti citotossici verso l‟esterno della cellula. Le cellule cancerose saranno, 
pertanto, resistenti agli agenti citotossici utilizzati. L‟anticorpo monoclonale C219 è in 
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grado di evidenziare la glicoproteina P-gp, indicando i pazienti più a rischio per una 
recidiva. Il C219, pertanto, può essere utilizzato per prevedere i tempi di remissione e di 
sopravvivenza. Le nuove strategie terapeutiche sono volte, infatti, a prevenire o a modulare 
il fenotipo MDR (3). 
 La durata dei periodi di remissione ottenuti dopo ricaduta è generalmente più breve 
rispetto alla prima fase di remissione. Durante la chemioterapia in corso di linfoma 
maligno, numerose ricadute (fino a 3 secondo alcuni autori) possono essere tenute sotto 
controllo con diverse molecole. Solo quando si riuscirà a standardizzare il metodo di 
tipizzazione morfologica sarà possibile formulare una prognosi precisa in caso di linfoma 
maligno: si otterranno tempi di sopravvivenza prolungati, grazie anche alla diversificazione 
dei protocolli in base al sottotipo di linfoma. 
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1. L’immunoistochimica 
 
Le tecniche di immunoistochimica consistono nell‟utilizzare la reazione antigene-
anticorpo sulle sezioni istologiche. Nella diagnostica istopatologica queste tecniche, 
attraverso l‟utilizzo di anticorpi specifici e di opportuni sistemi di rivelazione, sono spesso 
utilizzate per evidenziare particolari antigeni tissutali. 
Oggi si conducono indagini immunoistochimiche prevalentemente su tessuti che hanno 
eseguito la fissazione in formalina e l‟inclusione  in paraffina, perciò la loro efficienza 
dipende dalla quantità del preparato istologico che deve essere allestito, dalla 
preservazione dell‟antigenicità del tessuto e dal potere di amplificazione del segnale da 
parte di sistemi che sono utilizzati per evidenziare la reazione antigene-anticorpo. 
L‟antigenicità del preparato è compromessa dal meccanismo d‟azione della formalina 
perché quest‟ultima, pur preservando la componente morfologica, determina la 
reticolazione delle proteine. Nel corso degli anni, si è cercato di mettere a punto tecniche 
in grado sia di recuperare l‟antigenicità delle proteine (sistemi di “Antigen Retrieval”), che 
di amplificare il segnale della reazione senza alterarne la specificità. I metodi che sono 
stati messi a punto per smascherare i determinanti antigenici hanno dato buoni risultati, 
anche se il loro specifico meccanismo d‟azione non è ancora interamente conosciuto.  
I sistemi oggi utilizzati sono altamente amplificati, quindi in grado di far precipitare in 
corrispondenza della reazione immunologica una grande quantità di substrato insolubile 
ed evidenziabile nel campo del visibile.  
I sistemi immunoenzimatici che vengono utilizzati sfruttano come enzima la perossidasi. 
Come tutte le tecniche analitiche, anche la tecnica immunoistochimica deve soddisfare 
criteri di: 
 Specificità: l‟unico determinante antigenico riconosciuto deve essere quello  
ricercato;  
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 Sensibilità: il sistema deve avere la capacità di evidenziare quantità minime 
dell‟antigene presente sul tessuto; 
 Riproducibilità: i reagenti e le metodologie devono essere standardizzate il più 
possibile, questo per permettere risultati comparabili tra loro. 
 
1.1 Anticorpi policlonali e monoclonali 
 
Gli anticorpi policlonali sono quei  reagenti ottenuti per separazione della frazione 
immunoglobulinica dal siero di animali immunizzati mediante la somministrazione 
dell‟antigene o di una frazione di esso e successivamente purificati. Gli anticorpi 
policlonali non sono altro, quindi, che una miscela di immunoglobuline dirette contro gran 
parte degli epitopi costituenti l‟antigene inoculato. Gli animali che sono comunemente 
scelti per essere immunizzati sono conigli, capre o cavalli. 
La produzione di anticorpi policlonali richiede:  
- una purificazione dell‟antigene;  
- l‟immunizzazione dell‟animale;  
- la purificazione dell‟antisiero prodotto.  
È particolarmente cruciale la fase di purificazione dell‟antigene, data la possibilità di 
ottenere anticorpi diretti contro proteine spurie. La risposta immunologica generalmente 
varia a seconda dell‟immunizzazione e dell‟animale immunizzato, facendo sì che l‟antisiero 
così ottenuto abbia titolo e composizione variabile. L‟uso di questi anticorpi ha incontrato 
molti limiti legati alla specificità ed alla presenza di frazioni anticorpali a bassa intensità. 
Gli anticorpi monoclonali vengono prodotti da un singolo clone plasmacellulare di topo 
ottenuto dall‟ ibridazione di una cellula di mieloma, facilmente coltivabile in vitro, con un 
linfocita reso competente mediante l‟esposizione dell‟animale all‟antigene (tecnica 
dell‟ibridoma). 
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L‟uso di anticorpi monoclonali determina alcuni vantaggi, quali: 
 monospecificità, quindi riconoscimento di un singolo epitopo; 
 invariabilità nel tempo delle caratteristiche di titolo e specificità; 
 possibilità di produrne elevate quantità 
Tutto ciò determina un enorme vantaggio pratico che permette una standardizzazione 
delle metodologie applicative. Da ciò ne consegue l‟utilizzo ormai universale degli 
anticorpi monoclonali nella pratica routinaria istopatologica. 
Un unico inconveniente, che è legato paradossalmente alla elevata specificità 
dell‟anticorpo monoclonale, è la possibilità che il determinante antigenico riconosciuto 
dall‟anticorpo abbia una conformazione tridimensionale simile a quella di altri epitopi 
localizzati su molecole diverse da quella ricercata (cross-reattività). Per ovviare a questo 
inconveniente, in alcuni casi, si preferisce miscelare più anticorpi monoclonali diretti 
contro diversi epitopi dello stesso antigene per incrementare la specificità di reazione. Le 
potenzialità operative sono state ampliate enormemente grazie all‟utilizzo di questi 
anticorpi, ma la loro applicazione ha incontrato notevoli problemi a causa dell‟alterazione 
dei singoli epitopi riconosciuti, causata dalla fissazione con aldeide formica. 
 
1.2 Sistemi di rivelazione 
 
I sistemi di rivelazione della reazione antigene-anticorpo al microscopio ottico 
costituiscono il secondo elemento fondamentale delle tecniche immunoistochimiche. 
Inizialmente si è provato a coniugare una molecola di colorante direttamente all‟anticorpo 
specifico, senza però ottenere alcun risultato. L‟insuccesso era determinato dalla 
distorsione della struttura e dalla relativa riduzione della specificità e della capacità di 
legame con l‟antigene, problematica valida per tutte le coniugazioni dirette con l‟anticorpo 
specifico. Inoltre, la quantità di colorante localizzato era assolutamente insufficiente per 
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ottenere un segnale visibile al microscopio ottico. È solo con il lavoro di Coons e 
collaboratori (anni 40) (79) che questa tecnica passò da una fase puramente teorica a 
quella applicativa. L‟idea fu relativamente semplice ed era incentrata sull‟utilizzo di 
molecole fluorescenti (isotiocianato di fluorescina). La coniugazione venne poi applicata 
ad un anticorpo secondario (anti-IgG della specie del primario). Questa tecnica 
presentava, però, una serie di limitazioni: richiedeva l‟utilizzo di un microscopio a 
fluorescenza, con conseguente osservazione in campo oscuro (perdita del dettaglio 
morfologico); la stabilità del segnale era scarsa non consentendo quindi una rivalutazione 
della reazione nel tempo. 
Si cercò quindi di costruire dei sistemi che eliminassero tali inconvenienti, cercando di 
aumentare la sensibilità nel segnale senza alterare la specificità dell‟anticorpo. 
 
Immunoenzimatica: tecnica indiretta semplice 
La coniugazione diretta dell‟anticorpo con una sostanza in grado di creare un segnale nel 
campo del visibile è stata quindi la tappa obbligata nella evoluzione delle tecniche 
immunoistochimiche. Il primo tentativo che ha dato successo fu quello della coniugazione 
dell‟anticorpo secondario con un enzima, in grado di convertire un substrato solubile in 
ambiente acquoso in una forma insolubile, con la sua conseguente precipitazione nella 
sede della reazione antigene-anticorpo. Il primo enzima proposto a tale scopo fu la 
perossidasi di rafano, combinata con un substrato costituito da una amina aromatica 
(diaminobenzidina tetraidrocloruro = DAB). Vennero poi proposti altri enzimi quali 
glucoso ossidasi, fosfatasi alcalina e beta-galattosidasi.  
 
79. Coons A. H., Creech H. J. and Jones R. N. (1941) Immunological 
properties of an antibody containing a fluorescent group.  Proc. Soc. Exp. Biol. 
Med; 47: 200-202. 
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Il vantaggio di questo metodo era rappresentato dalla rapidità della reazione, essendo in 
grado l‟enzima di convertire in pochi minuti una quantità enorme di substrato cromogeno 
in grado di precipitare nella sede della reazione antigene-anticorpo. 
Il metodo indiretto è basato, quindi, sull‟utilizzo di un anticorpo definito “secondario” a 
cui viene legato l‟enzima. Questo anticorpo viene applicato dopo aver fatto reagire il 
substrato con l‟anticorpo specifico per l‟antigene ricercato (primario), legandosi ad esso e 
localizzando sul complesso antigene-anticorpo primario l‟enzima. 
I vantaggi di questo metodo sono molteplici: 
 lo stesso anticorpo secondario può essere utilizzato per tutti gli anticorpi primari 
della stessa specie; 
 la specificità dell‟anticorpo primario non viene modificata perché le molecole di 
enzima vengono coniugate solo all‟anticorpo secondario; 
 la riduzione del segnale di fondo dovuta all‟utilizzo dell‟anticorpo primario ad una 
diluizione maggiore rispetto alle tecniche di fluorescenza. 
 
1.2.1 Immunoenzimatica: complesso PAP e APAAP 
Le tecniche immunoenzimatiche vennero modificate con l‟ introduzione del complesso 
PAP Sternberger (80). L‟acronimo indica l‟utilizzo del complesso perossidasi anti-
perossidasi. Il complesso veniva ottenuto mediante produzione di anticorpi anti-
perossidasi, dalla stessa specie animale da cui venivano originati gli anticorpi primari. 
Questi anticorpi anti-perossidasi venivano miscelati in dosi opportune con le molecole di 
perossidasi ottenendo, così, un complesso dove più molecole di perossidasi erano unite 
tramite i Fab dello stesso anticorpo. 
 
80. Sternberger L.A.: (1970) The unlabelled antibody-enzyme method of 
immunohistochemistry. Preparation of soluble antigen-antibody complex (horse-
redish peroxidase-antihorseradish peroxidase) and its use in the identification of 
spirochetes. J . Histochem. Cytochem; 80: 315-333 
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Dal complesso rimanevano evidenti e libere le porzioni pesanti delle IgG anti-prossidasi. 
Il complesso veniva coniugato all‟anticorpo primario grazie ad un ponte costituito da un 
anticorpo secondario anti-IgG della specie del primario e delle IgG anti perossidasi. In 
questo modo la resa finale della reazione è circa tre volte quella di una indiretta semplice, 
perché le molecole di enzima che si riescono a localizzare sono molte di più, consentendo, 
quindi, di avere una sensibilità maggiore. Tale sensibilità poteva venire aumentata 
costruendo più strati di complesso alternandolo con nuovo anticorpo ponte. Nel 
complesso si potevano utilizzare altri enzimi, uno dei quali, la fosfatasi alcalina, è tuttora 
impiegato. Tale complesso prendeva il nome di APAAP. Il sistema veniva comunemente 
utilizzato quando le indagini immunoistochimiche dovevano essere espletate su tessuti 
ricchi di perossidasi endogena, in modo particolare midollo osseo e tessuto linfoide, e 
anche per la ricerca simultanea di più antigeni sulla stessa sezione di tessuto. 
 
1.2.2 Immunoenzimatica: complesso Avidina/Streptoavidina-Biotina  
Il sistema Avidina-Biotina (ABC) è basato sull‟utilizzo di due molecole diverse dagli 
anticorpi, l‟avidina (da albume d‟uovo) e la vitamina H o biotina.  
Il sistema è stato introdotto allo scopo di permettere una maggiore amplificazione del 
segnale e prevede il legame di molecole di biotina, a sua volta coniugate a molecole di 
perossidasi, all‟avidina che possiede quattro siti di legame essendo una proteina con 
struttura quaternaria. Il complesso che ne deriva presenta dei siti di avidina non coniugati 
e tramite questi viene posizionato sul complesso antigene-anticorpo legandosi ad un 
secondario biotinilato. La sensibilità di questo nuovo sistema è sicuramente più elevata 
rispetto al PAP, anche se a causa della presenza in alcuni tessuti di un‟ alta quantità di 
biotina endogena, capace di interagire direttamente con l‟avidina del complesso, potevano 
emergere segnali aspecifici. 
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La tecnica ABC è stata ulteriormente perfezionata quando si è sostituita l‟avidina di origine 
animale con quella batterica estratta dallo “Streptomices avidinii”.  
Tale sostituzione presentava i seguenti vantaggi: 
1. la streptoavidina non contiene catene glucidiche che, interagendo aspecificamente  con 
componenti tissutali, possono originare colorazioni aspecifiche; 
2. il punto isoelettrico della streptoavidina è circa a pH 7,0 presentando, quindi, il 
complesso carica netta molto bassa e permettendo la complessazione di un numero 
maggiore di molecole di enzima senza repulsioni elettrostatiche importanti. 
Tale tecnica nota come SABC (81) (StreptoAvidina-Biotina-perossidasi-Complesso) ha 
costituito il punto di riferimento sino alla fine degli anni 90. 
 
1.2.3 Immunoenzimatica: sistemi amplificati non-biotina 
La richiesta di sistemi di rivelazione semplici, sensibili ed affidabili era ed è ancora 
pressante, per cui la ricerca ha proseguito il suo corso sino a definire nel 1995 
l‟introduzione di nuovi sistemi (81) capaci di amplificare maggiormente il segnale, con 
rapidità di esecuzione e senza problemi di aspecificità per segnali endogeni spuri. 
Il primo sistema commercialmente disponibile era basato sulla coniugazione sia 
dell‟anticorpo secondario che della perossidasi ad una lunga catena glucidica. La 
sensibilità della metodica risultava ridotta, presentando dei problemi dovuti all‟ingombro 
sterico del polimero e alla sua natura glucidica fonte di legami aspecifici; la sua sensibilità 
era quindi inferiore ad un buon sistema SABC.  
 
 
 
 
81. Dabbs D (2002): Diagnostic immunoistochemistry, Pittsburg, Churcill Livingston. 
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Si e‟ ottenuto un miglioramento, con sensibilità comparabile ad una SABC, sostituendo la 
catena glucidica con una amminoacidica. 
Più recentemente è stato messo a punto un nuovo sistema di rivelazione capace di 
coniugare i vantaggi della tecnica non-avidina biotina ad una amplificazione del segnale 
superiore ai sistemi comunemente utilizzati. Tale sistema è caratterizzato da ampie 
dimensioni, necessitando, quindi, di un pre-trattamento delle sezioni per facilitare la 
penetrazione nel tessuto del reagente coniugato. Il sistema è definito “Polimero Skyline”, 
inventato da Taylor e collaboratori (82). Questa tecnica utilizza singoli anticorpi coniugati 
con un pacchetto di molecole di perossidasi fra loro legate in maniera molto stretta e 
stabile. Il pacchetto di molecole di enzima viene ottenuto legando tra loro le molecole di 
perossidasi mediante un “Linker” multifunzionale. Quest‟ultimo costituisce uno scheletro 
a cui sono progressivamente legate numerose molecole di perossidasi. Alcune estremità 
dello scheletro rimangano libere permettendo quindi la coniugazione all‟anticorpo 
secondario. Questo sistema riesce a localizzare molte decine di molecole di enzima 
determinando, così, una notevole amplificazione del segnale ed inoltre non risentendo 
della presenza di biotina endogena. 
Il sistema è stato testato in associazione coi principali metodi di Antigen Retrieval 
utilizzando sia anticorpi monoclonali che policlonali dando come risultato un‟ efficienza 
maggiore rispetto alle tecniche SABC prima utilizzate. 
Il sistema che utilizza la tecnologia definita “Polimero Skyline” elimina i segnali 
citoplasmatici aspecifici rendendo i preparati più “puliti” e quindi un prodotto di reazione 
più affidabile. 
 
 
82. Shi S. R:  (1999) Ph.D. Sensitivity and Detection Efficiency of a Novel Two-
Step Detection System (PowerVision) for Immunohistochemistry. Appl. 
Immunoistochem. Mol. Morphol; 7: 201-208. 
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2. Materiali e metodi 
2.1 Popolazione 
I campioni presi in esame per questo lavoro sono stati raccolti dall‟Archivio del 
Dipartimento di Patologia Animale ed Ispezione degli Alimenti della Facoltà di Medicina 
Veterinaria di Pisa. Sono stati considerati tre gruppi di studio, suddivisi in iperplasia, 
linfomi di tipo B e linfomi di tipo T. All‟interno di quest‟ultima categoria sono presenti 13 
forme di micosi fungoide. In totale sono stati scelti 24 casi di iperplasia di tessuto linfoide 
canino; 22 casi di linfoma B e 22 casi di linfoma T. 
 
2.2  Allestimento dei vetrini 
Gli strumenti usati per questa fase di lavoro sono stati un microtomo per il taglio delle 
sezioni a partire dai blocchetti di paraffina; una vasca termica per l‟acqua, usata per 
raccogliere le sezioni finali con gli appositi vetrini; vetrini Super Frost® adatti per i saggi di 
immunoistochimica.  
I tessuti inizialmente conservati in formalina tamponata (10%) ad un pH di 7,4 sono stati 
inclusi in paraffina e disposti su appositi blocchetti in plastica per permetterne le 
successive lavorazioni e per una adeguata archiviazione.  
 Per il taglio dei blocchetti è stato usato un microtomo Leika®, effettuando una fase di 
„sgrossatura‟ iniziale, utilizzando una sezione di taglio di 20 μ. Successivamente lo 
strumento è stato tarato a 4 μ per poter ottenere le sottili sezioni da immergere in acqua 
calda all‟interno della vasca termica.  
 Le prime sezioni sono state montate su vetrini standard per effettuare la colorazione con 
ematossilina – eosina, al fine di studiare il fenotipo cellulare del tessuto. 
 Facendo uso di appositi vetrini (Super Frost® ) sono state allestite le sezioni per i saggi di 
immunoistochimica: ne sono state preparate quattro per ciascun caso della popolazione, 
dopodiché i vetrini sono stati posizionati in appositi plateau per essere asciugati. 
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3. Procedure immunoenzimatiche eseguite 
3.1 Immunoistochimica CD20  
Questo saggio immunoistochimico viene eseguito per rilevare l‟antigene leucocitario CD20, 
espresso primariamente sulla superficie dei linfociti B.  
Una volta ottenuti i vetrini con le sezioni fissate, vengono disposti in un cestello da 20 
posizioni per poter procedere ai vari passaggi di sparaffinatura. Si comincia con 
un‟immersione della durata di 5 minuti nello xilolo I; seguono poi altri 5 minuti nello xilolo 
II e 3 minuti ciascuno in alcool 100 e alcool 96. A questo punto si procede con un primo 
lavaggio in acqua distillata per 5 minuti.   
Il saggio per la rilevazione di CD20 + non necessita della fase di “Antigen retrieval” quindi 
una volta effettuato il lavaggio con acqua si procede al montaggio delle sequenze. Questo 
processo consta in un assemblaggio di vetrini e supporti in plastica che si uniscono 
sfruttando il fenomeno della capillarità dell‟acqua, infatti utilizzando una goccia di 
tampone (TBS) posizionata con una pipetta sulla corsia del supporto per 
immunoistochimica, la si preme con il bordo inferiore di un vetrino per poi strusciarlo fino 
alle tacchette di base del supporto. Il tampone si spanderà in questo modo per tutta la 
sezione aderendo al supporto. L‟insieme di vetrino e supporto viene installato nella 
cosiddetta sequenza, ovvero un contenitore in plastica in cui è possibile inserire dieci 
campioni.  
Si procede con il blocco delle perossidasi (Peroxidase – Blocking Solution, Dako REAL®, 
Denmark) instillando con un‟apposita pipetta tarata 100 μL in ciascun campione della 
sequenza. Si attendono 10 minuti, assicurandoci di coprire bene le sequenze con carta 
d‟alluminio, per proteggere la sostanza appena introdotta dall‟azione della luce, dopodiché 
si effettuano 3 lavaggi con 1 mL di tampone per ciascuna sezione. Quando anche l‟ultimo 
supporto ha terminato lo scorrimento del tampone all‟interno della sequenza, si 
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inseriscono due gocce di siero (Ultra V Block, Thermo Scientific, CA), da lasciare agire per 
10 minuti.  
 Si procede ad un nuovo triplice lavaggio con tampone TBS. 
È il momento di preparare l‟anticorpo primario (CD20 Epitope Specific Rabbit Antibody, 
Thermo Scientific, CA) che deve essere diluito 1:400. Facendo un breve calcolo 
proporzionale, troviamo che la quantità necessaria di anticorpo è di 2,5 μL. Per comodità 
facciamo uso di due eppendorf: in una mettiamo 1 mL di tampone TBS e 2,5 μL di 
anticorpo; nell‟altra mettiamo 400 μL di tampone e 1 μL di anticorpo. Con una pipetta 
agitiamo il contenuto delle due eppendorf per poi prendere 100 μL da versare in ciascuna 
sezione in esame (per evitare una scarsità di soluzione all‟ultima sezione, si consiglia di 
prelevare 99 μL anziché 100 per ogni campione). 
Si lascia incubare il tutto per un‟ora e si consiglia di coprire le sequenze con carta stagnola 
per evitare l‟azione degenerante della luce. 
Si effettuano altri 3 lavaggi con tampone come visto precedentemente per poi instillare due 
gocce di anticorpo secondario (Biotinylated Goat Anti – Polivalent, Thermo Scientific, CA) 
da far agire per 5 minuti. 
Si procede come al solito con un triplice lavaggio con TBS.  
Prendiamo la streptavidina (Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific, CA) e ne versiamo 
2 gocce all‟interno di ciascuna sezione lasciandole incubare per 5 minuti. Si esegue l‟ultimo 
triplice lavaggio con TBS. Ora tutte le eccedenze che non sono state fissate nei tessuti sono 
state portate via e raccolte sul fondo delle sequenze. 
 Per il prossimo passaggio è indispensabile lavorare sotto cappa per non respirare le 
sostanze nocive che andremo ad utilizzare. Si devono prendere 100 μL della soluzione 
ImmPACT® DAB (Vector Laboratories, CA) come substrato della perossidasi. Attendiamo 
10 minuti per poi lavare tutte le sequenze con acqua distillata. 
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 Si possono smontare le sequenze, estraendo quindi i supporti dalle guide e separandoli dai 
vetrini che adesso devono essere inseriti in un cestello ed immersi in ematossilina per circa 
un minuto. Nel frattempo è possibile lavare ed asciugare i supporti utilizzati. 
Per eliminare il colorante che non si è fissato nei tessuti, mettiamo il cestello con i vetrini 
sotto l‟acqua corrente fino a quando non vediamo che il liquido che sgorga al di fuori del 
contenitore ha perso il colorante.  
 Come ultima fase, è necessario far passare i vetrini (raccolti sempre nell‟apposito cestello) 
in alcool 96 e alcool 100 per 3 minuti; in xilolo I e xilolo II per 5 minuti (senza altri 
passaggi, i vetrini vengono tenuti in quest‟ultimo contenitore fino al momento del loro 
montaggio). 
 Adesso i nostri vetrini sono pronti per essere montati definitivamente. Si prende una 
goccia di colla del Canada da far giacere su di un copri – oggetto che abbia una giusta 
dimensione per poter proteggere l‟intera sezione del vetrino porta – oggetto. Il copri – 
oggetto viene in questo modo adagiato con il lato provvisto di colla a stretto contatto con la 
sezione istologica. Facendo pressione con le dita, facciamo aderire completamente le due 
parti, aiutandoci anche con una piccola pinza per allontanare le eventuali bolle d‟aria che si 
vengono a creare nell‟interfaccia.  
 Una volta che la colla si è asciugata possiamo andare al microscopio ottico ed osservare il 
risultato del nostro saggio.     
 
3.2 Immunistochimica CD3  
Anche l‟antigene CD3 si trova sulla superficie cellulare, ma è caratteristico dei linfociti T. 
Come visto per il saggio immunoistochimico per la rivelazione di CD20, i vetrini presi in 
esame devono come prima fase passare in xilolo I e II per 5 minuti e in alcool 96 e alcool 
100 per 5 minuti. 
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In questo lavoro è necessario il processo di “Antigen Retrieval”, quindi abbiamo bisogno di 
preparare una soluzione citrato con un pH finale di 6, utilizzando 25 mL di soluzione 
madre, portando il tutto a 250 mL con acqua distillata, aiutandoci con un contenitore 
tarato. 
La soluzione preparata viene immersa in una vaschetta in cui si introdurranno i vetrini, 
disposti nelle apposite guide del cestello. La vaschetta viene messa in un forno a 
microonde: si programma un primo passaggio a 650 W per 4 minuti e mezzo, dopodiché 
dobbiamo continuare a 350 W per altri 13 minuti. Una volta finito il tempo di questo 
processo, si toglie la vaschetta dal forno e lasciamo raffreddare per 20 minuti. 
 Si procede con il montaggio delle sequenze, facendo uso del tampone TBS come visto per il 
saggio precedente. 
Si procede con il blocco delle perossidasi (Peroxidase – Blocking Solution, Dako REAL®, 
Denmark) instillando, con un‟apposita pipetta tarata, 100 μL in ciascun campione della 
sequenza. Si attendono 10 minuti, assicurandoci di coprire bene le sequenze con carta 
d‟alluminio, per proteggere la sostanza appena introdotta dall‟azione della luce, dopodiché 
si effettuano 3 lavaggi con 1 mL di tampone per ciascuna sezione. 
Mettiamo due gocce di siero (Ultra V Block, Thermo Scientific, CA, U.S.A.) lasciandolo 
incubare per dieci minuti.  
 Dopo un triplice lavaggio con tampone TBS, si prepara l‟anticorpo primario (Polyclonal 
Rabbit Anti – Human CD3, DaKoCytomation, Denmark) diluendolo 1:50. Si fa incubare 
l‟anticorpo per un‟ora rivestendo le sequenze con carta stagnola per evitare il passaggio 
della luce. 
Si effettuano altri 3 lavaggi con tampone come visto precedentemente per poi instillare due 
gocce di anticorpo secondario (Biotinylated Goat Anti – Polivalent, Thermo Scientific, CA, 
U.S.A.) da far agire per 5 minuti. 
Si procede come al solito con un triplice lavaggio con TBS.  
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Prendiamo la streptavidina (Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific, CA, U.S.A.) e ne 
versiamo 2 gocce all‟interno di ciascuna sezione lasciandole incubare per 5 minuti. Si 
esegue l‟ultimo triplice lavaggio con TBS. Ora tutte le eccedenze che non sono state fissate 
nei tessuti sono state portate via e raccolte sul fondo delle sequenze. 
 Per il prossimo passaggio è indispensabile lavorare sotto cappa per non respirare le 
sostanze nocive che andremo ad utilizzare. Si devono prendere 100 μL della soluzione 
ImmPACT® DAB (Vector Laboratories, CA, U.S.A.) come substrato della perossidasi. 
Attendiamo 10 minuti per poi lavare tutte le sequenze con acqua distillata. 
 Si possono smontare le sequenze, estraendo quindi i supporti dalle guide e separandoli dai 
vetrini che adesso devono essere inseriti in un cestello ed immersi in ematossilina per circa 
un minuto (preferibilmente 1,15 – 1,20 minuti). Nel frattempo è possibile lavare ed 
asciugare i supporti utilizzati. 
Per eliminare il colorante che non si è fissato nei tessuti, mettiamo il cestello con i vetrini 
sotto l‟acqua corrente fino a quando non vediamo che il liquido che sgorga al di fuori del 
contenitore ha perso il colorante.  
 Come ultima fase, è necessario far passare i vetrini (raccolti sempre nell‟apposito cestello) 
in alcool 96 e alcool 100 per 3 minuti; in xilolo I e xilolo II per 5 minuti (senza altri 
passaggi, i vetrini vengono tenuti in quest‟ultimo contenitore fino al momento del loro 
montaggio). 
 Adesso i nostri vetrini sono pronti per essere montati definitivamente. Si prende una 
goccia di colla del Canada da far giacere su di un copri – oggetto che abbia una giusta 
dimensione per poter proteggere l‟intera sezione del vetrino porta – oggetto. Il copri – 
oggetto viene in questo modo adagiato con il lato provvisto di colla a stretto contatto con la 
sezione istologica. Facendo pressione con le dita, facciamo aderire completamente le due 
parti, aiutandoci anche con una piccola pinza per allontanare le eventuali bolle d‟aria che si 
vengono a creare nell‟interfaccia.  
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 Una volta che la colla si è asciugata possiamo andare al microscopio ottico ed osservare il 
risultato del nostro saggio.     
 
3.3 Immunoistochimica per COX 2 
Arriviamo al saggio che ci porta allo svelamento della presenza o dell‟assenza di questo 
enzima nei tessuti linfoidi. 
I vetrini presi in esame devono, come prima fase, passare in xilolo I e II per 5 minuti e in 
alcool 96 e alcool 100 per 5 minuti. 
In questo lavoro non è necessario il processo di “Antigen Retrieval”, quindi si passa 
immediatamente al montaggio delle sequenze, facendo uso del tampone TBS come visto 
per il saggio precedente. 
Si procede con il blocco delle perossidasi (Peroxidase – Blocking Solution, Dako REAL®, 
Denmark) instillando, con un‟apposita pipetta tarata, 100 μL in ciascun campione della 
sequenza. Si attendono 10 minuti, assicurandoci di coprire bene le sequenze con carta 
d‟alluminio, per proteggere la sostanza appena introdotta dall‟azione della luce, dopodiché 
si effettuano 3 lavaggi con 1 mL di tampone per ciascuna sezione. 
Mettiamo due gocce di siero (Ultra V Block, Thermo Scientific, CA, U.S.A.) lasciandolo 
incubare per dieci minuti.  
 Dopo un triplice lavaggio con tampone TBS, si prepara l‟anticorpo primario (Cox-2 C-20: 
sc – 1745, Santa Cruz Biotechnology®) diluendolo 1:50. Si fa incubare l‟anticorpo per 
un‟ora rivestendo le sequenze con carta stagnola per evitare il passaggio della luce. 
Si effettuano altri 3 lavaggi con tampone come visto precedentemente per poi instillare due 
gocce di anticorpo secondario (Biotinylated Goat Anti – Polivalent, Thermo Scientific, CA, 
U.S.A.) da far agire per 5 minuti. 
Si procede come al solito con un triplice lavaggio con TBS.  
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Prendiamo la streptavidina (Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific, CA, U.S.A.) e ne 
versiamo 2 gocce all‟interno di ciascuna sezione lasciandole incubare per 5 minuti. Si 
esegue l‟ultimo triplice lavaggio con TBS. Ora tutte le eccedenze che non sono state fissate 
nei tessuti sono state portate via e raccolte sul fondo delle sequenze. 
 Per il prossimo passaggio è indispensabile lavorare sotto cappa per non respirare le 
sostanze nocive che andremo ad utilizzare. Si devono prendere 100 μL della soluzione 
ImmPACT® DAB (Vector Laboratories, CA, U.S.A.) come substrato della perossidasi. 
Attendiamo 10 minuti per poi lavare tutte le sequenze con acqua distillata. 
 Si possono smontare le sequenze, estraendo quindi i supporti dalle guide e separandoli dai 
vetrini che adesso devono essere inseriti in un cestello ed immersi in ematossilina per circa 
un minuto (preferibilmente 1,15 – 1,20 minuti). Nel frattempo è possibile lavare ed 
asciugare i supporti utilizzati. 
Per eliminare il colorante che non si è fissato nei tessuti, mettiamo il cestello con i vetrini 
sotto l‟acqua corrente fino a quando non vediamo che il liquido che sgorga al di fuori del 
contenitore ha perso il colorante.  
 Come ultima fase, è necessario far passare i vetrini (raccolti sempre nell‟apposito cestello) 
in alcool 96 e alcool 100 per 3 minuti; in xilolo I e xilolo II per 5 minuti (senza altri 
passaggi, i vetrini vengono tenuti in quest‟ultimo contenitore fino al momento del loro 
montaggio). 
 Adesso i nostri vetrini sono pronti per essere montati definitivamente. Si prende una 
goccia di colla del Canada da far giacere su di un copri – oggetto che abbia una giusta 
dimensione per poter proteggere l‟intera sezione del vetrino porta – oggetto. Il copri – 
oggetto viene in questo modo adagiato con il lato provvisto di colla a stretto contatto con la 
sezione istologica. Facendo pressione con le dita, facciamo aderire completamente le due 
parti, aiutandoci anche con una piccola pinza per allontanare le eventuali bolle d‟aria che si 
vengono a creare nell‟interfaccia.  
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 Una volta che la colla si è asciugata possiamo andare al microscopio ottico ed osservare il 
risultato del nostro saggio.     
 
 
 
 
 
4 Risultati 
Una volta eseguiti tutti i saggi di immunoistochimica sui campioni della popolazione in 
studio, è stato possibile tipizzare i linfomi distinguendoli in linfomi B e linfomi T grazie 
all‟antigene CD20 e CD3 rispettivamente. Con le sezioni istologiche colorate con 
ematossilina – eosina è stato, invece, possibile classificare i vari tumori dal punto di vista 
istopatologico, in accordo con la classificazione dell‟OMS. 
La suddivisione dei dati ottenuti con questo lavoro è stata improntata secondo un duplice 
punto di vista: il primo considerando la positività o la negatività di COX-2 nei tessuti (Fig. 
10 – 11 – 12 ), il secondo, prendendo in esame la positività, ne è stata stilata una sorta di 
gradazione, differenziando in questo modo i tessuti che hanno espresso l‟enzima (Fig. 13) 
da quelli che lo hanno „over – espresso‟ (Fig. 14). In questo modo nei saggi 
immunoistochimici se con 0 indichiamo l‟assenza di segnale, con 1 ne indichiamo la 
presenza (vedi tabella 1). Questa distinzione è stata fatta una volta esaminati i vetrini al 
microscopio, valutando l‟intensità e la diffusione del segnale: l‟assenza del cromogeno è 
stata considerata come grado 0; una colorazione inferiore o uguale al 10% come grado 1; se 
compresa tra il 10% ed il 90% come grado 2, mentre oltre il 90% come grado 3 (Millanta 
2006; Chang 2006). 
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L‟espressione di COX-2 è stata osservata nei seguenti casi: 
 n° casi Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 
Iperplasia 24 12 (50%) 8 (33,3 %) 4 (16,7 %) 0 
Linfoma 44 27 (61,4 %) 11 (25%) 6 (13,6 %) 0 
 
A questo punto la positività totale sarà data dai campioni che sono stati classificati nei 
gradi 1 e 2.  
 
 
Espressione  di COX-2 nelle iperplasie e neoplasie 
 N° casi NEGATIVO POSITIVO 
Iperplasia 24 12 (50%) 12 (50%) 
Linfoma 44 27 (61,4 %) 17 (38,6 %) 
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       Fig. 10 Tessuto linfoide reattivo, con assenza di segnale ( 0 +) [Ob. 10 x] 
 
Fig. 11 Tessuto linfoide reattivo con over-espressione di COX-2 (2+); [Ob. 10x] 
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Fig. 12 Linfoma con assenza di espressione di COX-2 (0+); [Ob. 20x] 
 
Fig. 13 Linfoma con espressione di COX-2 di grado 1+ [Ob. 20x] 
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Per ciò che concerne l‟over-espressione si terranno in considerazione esclusivamente quelli 
che rientrano nel grado 2: 
 
 
Over-espressione di COX-2 nelle iperplasie e neoplasie 
 N° casi NEGATIVO POSITIVO 
Iperplasia 24 20 (83,3 %) 4 (16,7 %) 
Linfoma 44 38 (86,4 %) 6 (13,6 %) 
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Fig. 14 Linfoma con over – espressione di COX-2 (grado 2+) [Ob. 40x] 
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Facendo una differenziazione dei risultati tra linfomi B e linfomi T abbiamo ottenuto i 
seguenti dati: 
 
 
 
                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
Raccogliendo i dati relativi all‟espressione di COX-2,  è possibile eseguire un test statistico 
del chi – quadro ( χ2):  
considerando i campioni positivi come „esposti‟ e i negativi come „non esposti‟, la 
proporzione degli esposti all‟interno dei campioni con linfoma è 17 / (17+27) = 38,64% 
mentre la proporzione degli esposti in relazione all‟iperplasia è 12/(12+12) = 50%.  
Il valore del chi – quadro ottenuto è di 0,82 risultando non significativo con un p=0,36. il 
valore chi – quadro con la correzione di Yates risulta 0,42, dato ancora non significativo 
con un p= 0,52. 
Con lo stesso test statistico viene studiata anche la significatività nell‟over-espressione di 
COX-2 tra iperplasia e linfoma: 
la proporzione dei campioni esposti in relazione ai linfomi è 6 / 6+38 = 13,64% mentre la 
proporzione degli esposti nelle iperplasie è 4 / 4+20 = 16,67%.  
espressione linfomi T 
0 14 (63,6%) 
1 5 (22,7%) 
2 3 (13,7%) 
negativi positivi 
14 (63,6%) 8 (36,4%) 
no overexpression overexpression 
19 (86,3%) 3 (13,7%) 
espressione linfomi B 
0 13 (59,1%) 
1 6 (27,2%) 
2 3 (13,7%) 
Negativi positivi 
13 (59,1%) 9 (40,9%) 
no overexpression overexpression 
19 (86,3%) 3 (13,7%) 
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Il valore del chi – quadro risulta 0,11 con un p= 0,74 esprimendo una non significatività, 
così come per il valore del chi – quadro corretto che risulta 0,00 con p=0,98, dato ancora 
non significativo. 
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Discussione 
 
L‟espressione della Ciclossigenasi (COX-2) è stata rilevata in alcuni tumori 
maligni dell‟uomo, come le neoplasie mammarie, prostatiche, del colon e del 
polmone. La presenza di questo enzima è stata correlata con diversi fattori di 
crescita promuoventi la patologia tumorale, per questo motivo l‟inserimento 
in chemioterapia di farmaci inibitori selettivi anti COX-2 ha suscitato grande 
interesse nella ricerca scientifica. È stato ampliato, in questo modo, il campo 
di ricerca, andando ad indagare la presenza di questo enzima anche nei 
tumori ematopoietici. 
 In letteratura sono stati riportati diversi lavori applicati alla medicina umana 
in cui gli effetti benefici di farmaci inibitori della ciclossigenasi 2, sia con 
carattere selettivo che non selettivo, hanno trovato conferma nei trattamenti 
chemioterapici. Al fine di evitare l‟insorgenza di effetti secondari indesiderati 
dovuti alla tossicità di questi farmaci, recentemente è stata sviluppata una 
terza generazione di farmaci, derivata dal celecoxib (Johnson; 2005).  
 Secondo alcuni Autori, l‟espressione di COX-2 si attestava tra il 50 e il 70% 
dei soggetti presi in esame, affetti da linfoma di Hodgkin (Oshawa; 2006 – 
Hazar; 2004), mentre per quanto concerne il linfoma non Hodgkin 
l‟espressione è stata valutata tra il 57 e il 69% (Li; 2004).  
 Questi risultati hanno fatto in modo che si potessero inserire farmaci inibitori 
della COX-2 nei protocolli chemioterapici, mentre in medicina veterinaria il 
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lavoro effettuato da Mohammed e colleghi (2004) non ha riscontrato che una 
assente o scarsa espressione di Ciclossigenasi 2 nei tessuti neoplastici del 
cane, non consentendo, in tal modo, la possibilità di integrare i protocolli 
terapeutici con le molecole selettive anti COX-2. 
 Nel nostro lavoro, a differenza di quanto visto nello studio di Mohammed e 
colleghi, l‟espressione di COX-2 è stata riscontrata con una positività di circa 
il 40 % della popolazione di studio (gradi 1+, 2+). Inoltre circa il 14% dei 
campioni ha dimostrato un intenso segnale. La positività riscontrata nei 
tessuti reattivi è stata del 50% mentre circa il 40 % dei linfomi ha espresso 
COX-2, differenza che non è risultata statisticamente significativa. Uno degli 
obiettivi di questo lavoro era quello di studiare l‟espressione di COX-2 a 
seconda dell‟immunofenotipo del linfoma. Con i test statistici utilizzati non è 
stata riscontrata alcuna significatività neppure tra l‟espressione di 
Ciclossigenasi 2 nei linfomi B (40,9 %) e nei linfomi T (36,4 %). Non è stata 
riscontrata significatività neppure nei casi di segnale accentuato (over-
espressione), rilevando una intensa e diffusa colorazione in circa il 14% dei 
linfomi B e in altrettanta percentuale dei linfomi T, mentre nei casi di 
iperplasia l‟over – espressione è stata osservata in circa il 17% dei campioni.   
 I dati osservati con la nostra indagine, quindi, non rispecchiano le 
percentuali di espressione rilevate in campo umano. Questa moderata 
espressione potrebbe essere dovuta al fatto che il linfoma non sfrutta la 
pathway delle COX-2 come supporto per accrescersi e per il proprio 
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sostentamento, oltre alle possibili cause imputabili alla popolazione di studio 
e alle metodiche immunoistochimiche utilizzate. 
 Stando a questi risultati non è, quindi, possibile giustificare in medicina 
veterinaria l‟uso di farmaci anti COX-2 anche se è importante evidenziare 
come il segnale riscontrato in questo lavoro sia maggiore rispetto a quanto 
riportato in letteratura.  
 Questa è, comunque, la prima indagine che cerca di mettere in correlazione 
l‟espressione di COX-2 con l‟immunofenotipo dei linfomi del cane e ad ogni 
modo le percentuali ottenute suggeriscono la necessità di ulteriori studi in 
merito, magari facendo uso di una popolazione più ampia, utilizzando 
tecniche immunoistochimiche migliori e più moderne, così come protocolli di 
fissazione più standardizzati e con anticorpi allestiti esclusivamente per la 
specie canina al fine di valutare se queste percentuali siano effettive oppure 
possano essere maggiori e di conseguenza giustificare l‟inserimento di farmaci 
anti COX-2 nei protocolli chemioterapici. 
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